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Στόχος της συγκεκριµένης εφαρµογής είναι η σχεδίαση και η ανάπτυξη ενός ολοκληρωµένου 
διαδικτυακού περιβάλλοντος , στο οποίο ο κάθε χρήστης θα µπορεί να κάνει upload αρχεία που 
θα περιέχουν ακολουθίες DNA ,που ανήκουν σε δύο διαφορετικές οµάδες δεδοµένων για 
επεξεργασία. Αρχικά, επιδιώκεται να γίνει µια γενική παρουσίαση βιολογικών εννοιών που 
αφορούν την Βιοπληροφορική. Επιπλέον, παρουσιάζονται αναλυτικά οι διαφορετικές µέθοδοι 
της που έχουν χρησιµοποιηθεί έως τώρα,όσον αφορά εργαλεία για εύρεση µοτίβων µέσα σε 
ακολουθίες γονιδίων.Στη συνέχεια παρουσίαζεται η εκτέλεση της εφαρµογής για δύο αρχεία 
ακολουθιών τα Up_seq_antagomir και τα other_seq_antagomir. 
 
Πιο συγκεκριµένα στο 1Ο Κεφάλαιο γίνεται µια γενικότερη περιγραφή των βασικών βιολογικών 
εννοιών που έχουν σχέση µε το βιολογικό θέµα της εύρεσης µοτίβων και παρουσίαζονται 
ενδεικτικά κάποιες µέθοδοι.Στο 2ο Κεφάλαιο κάνουµε περιγραφή της εφαρµογής και του 
αλγορίθµου που χρησιµοποιείται ,περιγράφουµε τις µεθόδους και τα υλικά της εφαρµογής 
κάνοντας ανφορά στη γλώσσα Java ,Jsp και στο στατιστικό πακέτο που χρησιµοποιήθηκε.Στο 
3ο Κεφάλαιο δίνουµε µια εικόνα χρήσης της εφαρµογής από τα διάφορα στάδια ,το διάγραµµα 
ροής της εφαρµογής καθώς και τα στατιστικά διαγράµµατα.Τέλος στο 4ο Κεφάλαιο 
περιγράφονται τα συµπεράσµατα µας από την υλοιποίηση της εφαρµογής σε σύγκριση µε 
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1.1 ∆εσοξυριβονουκλεϊκό οξύ(DNA) 
Το δε(σ)οξυριβο(ζο)νουκλεϊ(νι)κό οξύ (Deoxyribonucleic acid - DNA) είναι ένα νουκλεϊκό οξύ 
που περιέχει τις γενετικές πληροφορίες που καθορίζουν τη βιολογική ανάπτυξη όλων των 
κυτταρικών µορφών ζωής και των περισσοτέρων ιών.Το DNA συνήθως έχει τη µορφή διπλής 
έλικας. 
Η αποκωδικοποίηση του DNA, η αποσαφήνιση δηλαδή του τρόπου µε τον οποίο η δοµή του 
DNA καθορίζει συγκεκριµένες γενετικές επιλογές, επέτρεψε στους επιστήµονες να κατανοήσουν 
καλύτερα την γενετική της ζωής και την κληρονόµηση ορισµένων χαρακτηριστικών και νόσων. 
Επειδή το DNA στα ορισµένα του σηµεία είναι ξεχωριστό στον κάθε άνθρωπο, έχουν 
αναπτυχθεί µέθοδοι βασιζόµενες στην ταυτοποίηση του DNA και βρίσκουν εφαρµογή στην 
Ιατροδικαστική και στην Εγκληµατολογία καθώς επίσης και στην αποσαφήνιση οικογενειακών 
σχέσεων µεταξύ ατόµων. Τα τελευταία χρόνια γίνεται η πιο εντατική η χρήση του DNA και στις 
µελέτες της ιστορίας και της ανθρωπολογίας. 
Η ανακάλυψη της δοµής του DNA πραγµατοποιήθηκε το 1953 από τους Τζέιµς Γουάτσον 
(James D. Watson) και Φράνσις Κρικ (Francis Crick). Από πολλούς η ανακάλυψη της διπλής 
έλικας του DNA θεωρείται ως η µεγαλύτερη βιολογική ανακάλυψη του 20ου αιώνα. Για τη 
συνεισφορά τους στη µελέτη της δοµής του DNA, οι Γουάτσον και Κρικ µοιράστηκαν το 1962 το 
Βραβείο Νόµπελ µε τον Μόρις Γουίλκινς, ο οποίος εργάστηκε προς την ίδια κατεύθυνση. 
Πρόκειται για µια µεγαλοµοριακή ένωση που συγκροτείται από αζωτούχες-πρωτεϊνικές βάσεις, 
φωσφορικές ρίζες και ένα σάκχαρο µε πέντε άτοµα άνθρακα (πεντόζη), την δε(σ)οξυριβόζη. Στα 
ευκαρυωτικά κύτταρα ανιχνεύεται κυρίως µέσα στον πυρήνα του κυττάρου αλλά και σε µερικά 
άλλα οργανίδια, όπως τα µιτοχόνδρια και τα πλαστίδια, επιτρέποντάς τους να αναπαράγονται 
αυτόνοµα (ηµιαυτόνοµα οργανίδια). 
Το σύνολο των µορίων DNA που υπάρχουν σε ένα κύτταρο αποτελούν το γενετικό υλικό του. 
To DNA είναι ο φορέας των γενετικών πληροφοριών του κυττάρου, όχι µόνον µε την έννοια της 
µεταβίβασης χαρακτηριστικών, αναλοίωτων από γενεά σε γενεά, αλλά και της ρύθµισης της 
φυσιογνωµίας εξειδίκευσης κάθε κυττάρου για την επιτέλεση των ιδιαίτερων λειτουργιών του. 
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• ∆οµή του DNA 
Η διαµόρφωση των µεγάλων µορίων του DNA στο χώρο έχει τη µορφή  δύο 
επιµήκων αλύσεων, οι οποίες συστρέφονται ελικοειδώς µεταξύ τους. Οι 
αζωτούχες βάσεις στο DNA είναι τέσσερις: 
• κυτοσίνη C 
• γουανίνη G 
• θυµίνη T 
• αδενίνη A 
Οι αζωτούχες βάσεις, ανάλογα µε την σειρά αλληλουχίας τους σε τριάδες, 
κωδικοποιούν το µήνυµα για τη σύνθεση των αµινοξέων του κυττάρου στα 
ριβοσώµατα. Εκεί τα αµινοξέα συνδυάζονται, µε τη σειρά κατά την οποία 
µεταφέρθηκαν στο ριβόσωµα και συντίθενται έτσι οι διαφορετικές πρωτεΐνες. 
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1.2 Ακολουθίες DNA 
Η ακολουθία ή η πρωτογενής δοµή ενός νουκλεϊκού οξέος , είναι ο ακριβής ορισµός της 
ατοµικής του σύνθεσης και των χηµικών δεσµών, που συνδέουν αυτά τα άτοµα.Αφού τα 
νουκλεϊκά οξέα είναι µη διακλαδιζόµενα πολυµερή, αυτό ισοδυναµεί µε τον ακριβή ορισµό της 
ακολουθίας των νουκλεοτιδίων που απαρτίζουν ολόκληρο το µόριο.Κατά συνθήκη η 
πρωτογενής δοµή ενός µορίου DNA αναφέρεται από την περιοχή-άκρο 5’ ως την περιοχή-τέλος 
3’. 
Η ακολουθία έχει την ικανότητα να µεταφέρει πληροφορίες.Όταν χρησιµοποιείται για να 
αναφερθεί στο βιολογικό DNA ,το οποίο µεταφέρει πληροφορίες για να κατευθύνει τις 
λειτουργίες των έµβιων όντων, ο όρος γενετική ακολουθία χρησιµοποιείται συχνά.Οι ακολουθίες 
µπορούν να διαβαστούν µέσω των µεθόδων αλληλουχίας DNA. 
Ο όρος ακολουθία DNA αναφέρεται σε µεθόδους αλληλουχίας για τον προσδιορισµό της σειράς 
των νουκλεοτιδικών βάσεων-αδενίνη, γουανίνη, κυτοσίνη,θυµίνη- στο µόριο ενός DNA. 
H γνώση των ακολουθιών DNA έχει γίνει απαραίτητη για τη βιολογική έρευνα , σε άλλους 
κλάδους της έρευνας που χρησιµοποιούν τις ακολουθίες DNA και σε πολυάριθµα εφαρµοσµένα 
πεδία όπως η διάγνωση, η βιοτεχνολογία,η εγκληµατολογική βιολογία και η βιολογική 
συστηµατική.Η αλληλουχία του DNA έχει επιταχύνει σηµαντικά την βιολογική έρευνα και 
ανακάλυψη.Η ραγδαία πρόοδος του να παριστάται το DNA ως ακολουθία που έχει επιτευχθεί µε 
τη σύγχρονη τεχνολογία της παράστασης του DNA ως ακολουθία, έχει συµβάλει σηµαντικά σε 
µεθόδους για την ακολουθία του ανθρώπινου γονιδιώµατος , στο Πρόγραµµα Ανθρωπίνου 
Γονιδιώµατος. Σχετικές εργασίες συχνά µε τη συνεργασία επιστηµόνων από όλο τον κόσµο, 
έχουν δηµιουργήσει τις ολοκληρωµένες ακολουθίες DNA πολλών ζώων ,φυτών και µικροβιακών 
γονιδιωµάτων. 
Οι πρώτες ακολουθίες DNA αποκτήθηκαν στις αρχές της δεκαετίας του 70’ από ερευνητές της 
ακαδηµαϊκής κοινότητας ,χρησιµοποιώντας επίπονες µεθόδους βασισµένες στη δισδιάστατη 
χρωµατογραφία. Αργότερα η ανάπτυξη µεθόδων ακολουθίας µε αυτοµατοποιηµένη ανάλυση 
έκανε τον προσδιορισµό της ακολουθίας του DNA πολύ πιο εύκολο και γρήγορο. 
Μια ακολουθία DNA κωδικοποιιεί τις απαραίτητες πληροφορίες για την επιβίωση και την 
αναπαραγωγή των έµβιων όντων.Γι’αυτό τον λόγο ο προσδιοριµός της ακόλουθίας ,είναι 
χρήσιµος στην έρευνα στο γιατί και πώ ζουν οι οργανισµοί.Λόγω της στρατηγικής σηµασίας του 
DNA στα έµβια όντα ,η γνώση της ακολουθία του DNA , µπορεί να είναι χρήσιµη σε σχεδόν 
οποιαδήποτε βιολογική έρευνα.Για παράδειγµα στον τοµέα της ιατρικής µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί για την ταυτοποίηση, τη διάγνωση και τη µελλοντική ανάπτυξη θεραπειών για 
γενετικές ασθένεις.Οµοίως η έρευνα σε παθογόνους παράγοντες µπορεί να οδηγήσει σε 
θεραπείες για µεταδοτικές ασθένειες. 
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Το γονίδιο είναι µια µονάδα κληρονοµικότητας σε έναν ζωντανό οργανισµό . Είναι κανονικά ένα 
τµήµα του DNA που κωδικοποιεί για έναν τύπο πρωτεΐνης ή για µια αλυσία RNA που έχει µια 
λειτουργικότητα στον οργανισµό.Όλες οι πρωτεΐνες και οι λειτουργικές αλυσίδες RNA 
καθορίζονται από τα γονίδια.Όλα τα έµβια όντα εξαρτώνται από τα γονίδια .Τα γονίδια κρατάνε 
τις πληροφορίες για να δηµιουργήσουν και να διατηρήσουν τα κύτταρα ενός οργανισµού και να 
περάσουν τα γενετικά γνωρίσµατα στους απογόνους.Ένας µοντέρνος ορισµός για ένα γονίδιο 
είναι : «µια εντοπίσιµη περιοχή της γονιδιωµατικής ακολουθίας , αντίστοιχα µε µια µονάδα 
κληρονοµικότητας ,η οποία συνδέεται µε τις ρυθµιστικές περιοχές ,τις µεταγραφικές περιοχές και 
άλλες λειτουργικές περιοχές της ακολουθίας».[1][2]  
Η έννοια του γονιδίου ,εξελίσσεται µε την επιστήµη της γενετικής , οποία ξεκίνησε όταν ο Gregor 
Mendel  που παρατήρησε ότι οι βιολογικές µεταβολές κληρονοµούνται από τους γονεϊκούς 
οργανισµούς ως ειδικά ,διακριτά γνωρίσµατα.Η βιολογική οντότητα που είναι υπεύθυνη για τον 
ορισµό των γνωρισµάτων ,ονοµάστηκε αργότερα γονίδιο,αλλά η βιολογική βάση για την 
κληρονοµικότητα παρέµεινε άγνωστη µέχρι την αναγνώριση του DNA ως το γενετικό υλικό στη 
δεκαετία του 40’.Όλοι οι οργανισµοί έχουν πολλά γονίδια που αντιστοιχούν σε πολλά 
διαφορετικά γνωρίσµατα ,µερικά από τα οποία είναι άµεσα ορατά όπως το χρώµα των 
µατιών,και άλλα όχι ,όπως ο τύπος αίµατος ή ο αυξηµένος κίνδυνος  για συγκεκριµένες ασθένεις 
ή οι χιλιάδες βασικές βιοχηµικές διαδικασίες που συντελούνται. 
Η µεγάλη πλειονότητα των ζωντανών οργανισµών κωδικοποιούν τα γονίδιά τους στις µακριές 
έλικες του DNA.Η έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούνται στο DNA ,ξεκινάει από τη 
µεταγραφή του γονιδίου σε RNA ,έναν δεύτερο τύπο νουκλεϊκού οξέος που µοιάζει πολύ µε το 
DNA ,αλλά του οποίου τα µονοµερή περιέχουν τη ριβόζη αντί της δεσοκυριβόζης.Το RNA 
επίσης περιέχει τη βάση ουρακίλη στη θέση της θυµίνης.Τα µόρια RNA είναι λιγότερο σταθερά 
από αυτά του DNA και είναι µονόκλωνα. 
Τα γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες από µια σειρά τρι-νουκλεοτιδικών ακολουθιών που 
ονοµάζονται κωδικόνια ,τα οποία χρησιµεύουν ως οι λέξεις στη γενετική γλώσσα.Ο γενετικός 
κώδικας καθορίζει την αλληλεπίδραση κατά τη µετάφραση της πρωτεΐνης µεταξύ των 
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1.3.1 Η λειτουργική δοµή των γονιδίων 
Όλα τα γονίδια έχουν ρυθµιστικές περιοχές πέρα από τις περιοχές που ρητά κωδικοποιούν για 
µια πρωτεΐνη ή ενα RNA προϊόν.Μια ρυθµιστική περιοχή που µοιράζεται σχεδόν σε όλα τα 
γονίδια είναι γνωστή ως ο promoter ,που προβλέπει  µια θέση η οποία αναγνωρίζεται από τη 
µεταγραφική µηχανή ,όταν ένα γονίδιο πρόκειται να µεταγραφεί και να εκφραστεί. Ένα γονίδιο 
µπορεί να έχει περισσότερους από έναν promoters ,και έχει αποτέλεσµα σε RNAs που στο κατά 
πόσο µακριά εκτείνονται στο τέλος της περιοχής 5’.[5] Αν και οι περιοχές του υποκινητή έχουν 
µια ακολουθία συµφωνίας που είναι η πιο κοινή ακολουθία σε αυτή την περιοχή, µερικά γονίδια 
έχουν δυνατούς promoters που συνδέονται καλά στη µεταγραφική µηχανή και άλλους που 
έχουν «αδύναµους» promoters που δεν συνδέονται ισχυρά.Αυτοί οι αδύναµοι promoters 
συνήθως επιτρέπουν ένα χαµηλότερο ποσοστό της µεταγραφής από ότι οι ισχυροί προωθητές 
,γιατί η µεταγραφική µηχανή συνδέεται µαζί τους και αρχίζει τη µεταγραφή λιγότερο συχνά.Άλλες 
δυνατές ρυθµιστικές περιοχές περιλαµβάνουν ενισχυτές ,οι οποίοι µπορούν να αντισταθµίσουν 
τους ασθενείς προωθητές.Οι περισσότερες ρυθµιστικές περιοχές είναι «upstream»,δηλαδή πριν 
ή προς το άκρο 5’ του σηµείου έναρξης της µεταγραφής.Οι ευκαρυωτικές προωθητικές περιοχές 
είναι πολύ περισσότερο δύσκολες να εντοπιστούν από ότι οι προκαρυωτικές. 
Πολλά προκαρυωτικά γονίδια οργανώνονται σε οπερόνια, ή οµάδες γονιδίων των οποίων τα 
προϊόντα έχουν σχετικές λειτουργίες και τα οποία µεταγράφονται ως µονάδα. Αντίθετα τα 
ευκαρυωτικά γονίδια µεταγράφονται µόνο µια φορά ,αλλά µπορεί να περιλαµβάνουν µεγάλα 
τµήµατα DNA που ονοµάζονται ιντρόνια ,τα οποία µεταγράφονται αλλά ποτέ δεν µεταφράζονται 
σε πρωτεϊνη. 
 
Εικόνα: το παραπάνω δίαγραµµα δείχνει ένα γονίδιο σε σχέση µε την δοµή της διπλής έλικας του DNA και ενός 
χρωµοσώµατος. Αυτό το διάγραµµα δείχνει µια περιοχή µόνο 50 περίπου βάσεων ως γονίδιο.Στην πραγµατικότητα 
τα περισσότερα γονίδια είναι εκατό φορές µεγαλύτερα. 
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1.4 Γονιδιακή Έκφραση 
Γονιδιακή έκφραση ονοµάζεται η διαδικασία ,κατά την οποία οι πληροφρίες ενός γονιδίου 
χρησιµοποιούνται για τη σύνθεση ενός λειτουργικού γονιδιακού προϊόντος.Αυτά τα προϊόντα 
είναι συνήθως πρωτεΐνες ,αλλά τα γονίδια τα οποία δεν ειναι κωδικοποιητικά για πρωτείνες 
,όπως το rRNA και το tRNA ,το παραγόµενο προϊόν τους είναι ένα λειτουργικό RNA. H 
διαδικασία της γονιδιακής έκφρασης , χρησιµοποιείται από όλους σχεδόν τους οργανισµούς 
,ευκαρυωτικούς (περιλαµβάνοντας του πολυ κυτταρικούς),προκαρυωτικούς και από τους ιούς 
,για να δηµιουργήσει τη µακροµοριακή µηχανή για τη ζωή. 
∆ιάφορα βήµατα στη διαδικασία της γονιδιακής έκφρασης µπορεί να διαφοροποιούνται, 
συµπεριλαµβάνοντας της µεταγραφή, το RNA splicing, τη µετάφραση και τη µετα-µεταγραφική 
τροποποίηση της πρωτεΐνης.Η γονιδιακή έκφραση δίνει τον έλεγχο στο κύτταρο πάνω στη δοµή 
και τη λειτουργικότητα ,και είναι η βάση για την κυτταρική διαφοροποίηση ,την µορφογένεση 
,την ευελιξία και την προσαρµοστικότητα κάθε οργανισµού. 
Στη γενετική η γονιδιακή έκφραση ,είναι το πιο σηµαντικό επίπεδο στο οποίο ο γενότυπος 
οδηγεί στον φαινότυπο. Ο γενετικός κώδικας µεταφράζεται από τη γονιδιακή έκφραση και οι 
ιδιότητες των προϊόντνων που παράγονται από την έκφραση ,δηµιουργούν στον φαινότυπο του 
οργανισµού. 
.  
Εικόνα: γονιδιακή δοµή και γονιδιακή έκφραση σε ανώτερους οργανισµούς  
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1.4.1 Μηχανισµός Γονιδιακής Έκφρασης  
Μεταγραφή 
Στη βιολογία, µεταγραφή ονοµάζεται το πρώτο στάδιο της γονιδιακής έκφρασης και περιγράφει 
τη διαδικασία κατά την οποία δηµιουργείται ένα µόριο RNA, µε χρήση µιας αλυσίδας του DNA 
ως πρoτύπου, της οποίας είναι συµπληρωµατικό. Χρησιµοποιείται ο όρος µεταγραφή γιατί η 
γενετική πληροφορία, στη γλώσσα του DNA, µεταγράφεται στη γλώσσα του RNA, µε τη 
διαφορά πως η βάση ουρακίλη χρησιµοποιείται αντί της θυµίνης και βρίσκεται στη θέση όπου 
βρίσκεται η αδενίνη ,στην έλικα του DNA. (Το RNA συνίσταται από ουρακίλη στη θέση της 
θυµίνης). Η διαδικασία αυτή συµβαίνει στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων ή στο 
πυρηνοειδές των προκαρυωτικών. Σκοπός της είναι να µεταφερθούν οι γενετικές πληροφορίες 
από το DNA στα ριβοσώµατα, για να γίνει η πρωτεϊνοσύνθεση. Η µεταγραφή του DNA µπορεί 
να γίνει πολλές φορές ταυτόχρονα επιταχύνοντας τις διεργασίες του κυττάρου. Σπανίως η 
µεταγραφή συµβαίνει αντίστροφα δηµιουργώντας DNA µε καλούπι το RNA από ρετροϊούς µε τη 
βοήθεια του ενζύµου αντίστροφη µεταγραφάση. 
Κατά τη µεταγραφή , το DNA διαβάζεται σπό την περιοχή 3’->5’. Εν τω µεταξύ το 
συµπληρωµατικό RNA δηµιουργείται προς την κατεύθυνση 5’->3’. Αν και το DNA είναι 
διατεταγµένο ως δύο αντιπαράλληλα σκέλη σε µια διπλή έλικα ,µόνο µία από τις έλικες του DNA 
,που ονοµάζεται πρότυπο σκέλος , χρησιµοποιείται για τη µεταγραφή.Αυτό συµβαίνει επειδή το 
RNA έχει µόνο µία έλικα ,σε ανίθεση µε τη διπλή έλικα του DNA. Η άλλη έλικα του DNA καλείται 
κωδικοποιητκή έλικα , επειδή η ακολουθία της είναι ίδια µε αυτή του RNA µετά τη 
µεταγραφή.(εκτός από την ύπαρξη της ουρακίλης στη θέση της θυµίνης) 
 
 
Εικόνα:διαδικασία µεταγραφής  
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Η µεταγραφή των γονιδίων που κωδιοποιούν πρωτεΐνες ,δηµιουργεί ένα αρχικό µεταγραφικό 
RNA στη θέση όπου βρισκόταν το γονίδιο.Αυτό το µεταγραφικό RNA µπορεί να µεταβληθεί πριν 
µεταφραστεί ,και είναι συγεκριµένα σύνηθες στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Η πιο κοινή 
επξεργασία RNA είναι η αποκόλληση για να αποµακρυνθούν τα ιντρόνια. 
Η επεξεργασία RNA ,γνωστή και ως µετα-µεταγραφική τροποποίηση , µπορεί να αρχίσει κατά 
τη διάρκεια της µεταγραφής ,όπως στην περίπτωση της αποκόλλησης ,όπου αποµακρύνονται 
τα ιντρόνια από το νέο κατασκευασµένο RNA. 
Η εκτεταµένη επεξεργασία του RNA µπορεί να είναι ένα εξελικτικό αποτέλεσµα ,που καθίσταται 
δυαντό από τον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων.Στα προκαρυωτικά η µεταγραφή και η 
µετάφραση συµβαίνουν ταυτόχρονα ,ενώ στα ευκαρυωτικά η πυρηνική µεµβράνη χωρίζει τις 




Για ορισµένα RNA (µη κωδικοποιητικά RNAs) το ώριµο RNA είναι το ολοκληρωµένο γονιδιακό 
προϊόν.Στην περίπτωση του αγγελιοφόρου RNA (mRNA) το RNA είναι ένας φορέας 
πληροφοριών για την κωδικοποίηση της σύνθεσης µίας ή περισσότερων πρωτεϊνών. 
Κάθε τριπλέτα νουκλεοτιδίων στην κωδικοποιητική περιοχή του mRNA αντιστοιχεί σε ένα σηµείο 
σύνδεσης για ένα µεταφορικό RNA. Tα µεταφορικά RNAs µεταφέρουν αµινοξέα , τα οποία 
δηµιουργούν µια αλυσίδα στο ριβόσωµα.Το ριβόσωµα βοηθαέι το µεταφορικό RNA να συνδεθεί 
µε το αγγελιοφόρο RNA και παίρνει το αµινοξύ από κάθε µεταφορικό RNA και φτιάχνει µια 
λιγότερο δοµηµένη πρωτεΐνη. 
Στα προκαρυωτικά η µετάφραση συνήθως συµβαίνει µαζί µε τη µεταγραφή ,χρησιµοποιώντας 
συχνά ένα αγγελιοφόρο RNA το οποίο βρίσκεται ακόµα στη φάση της δηµιουργίας.Στα 
ευκαρυωτικά η µετάφραση µπορεί να συµβεί σε ένα εύρος περιοχών του κυττάρου ,ανάλογα µε 
το που θα πρέπει να βρίσκεται η πρωτεΐνη που γράφεται. Σηµαντικές θέσεις είναι το 
κυτταρόπλασµα και το ενδοπλασµατικό δίκτυο. Αυτό διέπεται από το σωµατίδιο αναγνώρισης 
σήµατος –µια πρωτεΐνη που συνδέεται µε το ριβόσωµακαι την κατευθύνει προς το 
ενδοπλασµατικό δίκτυο, όταν βρίσκει µια ενδεικτική ακολουθία στην αυξανόµενη αλυσίδα των 
αµινοξέων. 
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Εικόνα:µετάφραση του mRNA από το ριβόσωµα 
 
Μεταφορά πρωτεΐνης  
Πολλές πρωτεΐνες προορίζονται για άλλα µέρη του κυττάρου εκτός από το κυτταρόπλασµα και 
µένα ευρύ φάσµα ενδεικτικών ακολουθιών χρησιµοποιούνται για να κατευθύνουν τις πρωτεΐνες 
εκεί που πρέπει να βρίσκονται.Στα προκαρυωτικά αυτό είναι µια απλή διαδικασία των 
περιορισµών του κυττάρου. Ωστόσο στους ευκαρυωτικούς ,υπάρχει µια µεγάλη ποικιλία 
διαδικασιών µε διαφορετικούς ρόλους για να επιβεβαιώσουν πως η πρωτεΐνη θα φτάσει στο 
σωστό οργανίδιο. 
Οι πρωτεΐνες δεν παραµένουν όλες µέσα στο κύτταρο και πολλές εξάγονται, για παράδειγµα 
πεπτικά ένζυµα,ορµόνες και εξωκυτταρικές πρωτεΐνες. Στα ευκαρυωτικά το µονοπάτι εξαγωγής 
είναι πολύ καλά ανεπτυγµένο και ο κύριος µηχανισµός της εξαγωγήςαυτών τνω πρωτεϊνών είναι 
µια µετατόπιση προς το ενδοπλασµατικό δίκτυο. 
 
 
Μέτρηση της γονιδιακής έκφρασης  
Η µέτρηση της γονιδιακής έκφρασης είναι ένα πολύ σηµαντικό κοµµάτι σε πολλές επιστήµες 
που ασχολούνται µε την υγεία και τη ζωή. Η δυνατότητα να υπολογιστεί το επίπεδο στο οποίο 
ένα συγκεκριµένο γονίδιο εκφράζεται µέσα στο κύτταρο ,στους ιστούς ή τον οργανισµό µπορεί 
να δώσει µια τεράστια ποσότητα πληροφορίας.Για παράδειγµα η µέτρηση της γονιδιακής 
έκφρασης µπορεί: 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:56:08 EET - 137.108.70.7
15 
 
• Να εντοπίσει ιογενή λοίµωξη του κυττάρου (ιική έκφραση πρωτεϊνών) 
• Να προσδιρίσει την ευαισθησία ενός ατόµου στον καρκίνο (έκφραση 
ογκογονιδίων) 
• Να ανακαλύψει αν ένα βακτήριο είναι ανθεκτικό στην πενικιλίνη 
 
Οµοίως η ανάλυση της θέσης της πρωτεϊνης που εκφράζεται αποτελεί ένα ισχυρό εργαλείο και 
αυτό µπορεί να γίνει σε έναν οργανισµό ή σε µια κυτταρική κλίµακα. Η διερεύνηση της 
τοποθεσίας είναι ιδιαίτερα σηµαντική για τη µελέτη πολυκυτταρικών οργανισµών και ώς ένας 
δείκτης της λειτουργικότητας των πρωτεϊνών σε µονά κύτταρα.Ιδανικά η µέτρηση της γονιδιακής 
έκφρασης µπορεί να γίνει ανιχνεύοντας το τελικό προϊόν του γονιδίου, ωστόσο είναι συχνά πιο 
εύκολο να ανιχνευτεί ένας από τους προδρόµους ,συνήθως το mRNA και να ενδείξει το επίπεδο 
της γονιδιακής έκφρασης. 
 
Σύστηµα της γονιδιακής έκφρασης  
Ένα σύστηµα έκφρασης είναι ένα σύστηµα ειδικά σχεδιασµένο ενός γονιδιακού προϊόντος 
κατ’επιλογή. Ένα σύστηµα έκφρασης αποτελείται από ένα γονίδιο, συνήθως κωδικοποιηµένο 
από το DNA ,και τη µοριακή µηχανή που απαιτείται για να µεταγραφεί το DNA σε mRNA και να 
µεταφράσει το mRNA σε πρωτεΐνη.Με την ευρεία έννοια αυτό περιλαµβάνει κάθε ζωνατνό 
κύτταρο αλλά ο όρος χρησιµοποιείται για να αναφερθεί ως ένα εργαστηριακό εργαλείο.Έτσι ένα 
σύστηµα έκφρασης είναι τεχνητό κατά κάποιο τρόπο.Τα συστήµατα έκφρασης είναι ωστόσο ,µια 
θεµελι΄ψδης φυσική διαδικασία.Οι ιοί είναι ένα άριστο παράδειγµα όπου αναπαράγονται 
κύτταρα ξενιστές ,ως ένα σύστηµα έκφρασης για τις ιικές πρωτεΐνες και γονιδιώµατα. 
 
Τεχνικές Γονιδιακής έκφρασης  
Οι ακόλουθες πειραµατικές τεχνικές χρησιµοποιούνται για να µετρήσουν τη γονιδιακή έκφραση 
και είναι κατεταγµένες κατά χρονολογική σειρά,ξεκινώντας από την πιο παλιά,πιο καθιερωµένες 
τεχνολογίες.Χωρίζονται σε δύο οµάδες ,ανάλογα µε το βαθµό της πολυπλοκότητας τους: 
• Τεχνικές χαµηλής πολυπλοκότητας  
o Reporter γονιδίου 
o Northern Blot 
o Western Blot 
o Φθορισµός υβριδισµού 
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• Τεχνικές υψηλής πολυπλοκότητας  
o SAGE 
o Μικροσυστοιχίες DNA 




1.5 Ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης 
1.5.1 Ρυθµιστικές ακολουθίες και ποιος ο ρόλος τους στη γονιδιακή έκφραση 
Μια ρυθµιστική ακολουθία,(γνωστή και ως ρυθµιστική περιοχή ) είναι ένα τµήµα του DNA ,όπου 
οι ρυθµιστικές πρωτεΐνες όπως οι µεταγραφικοί παράγοντες συνδέονται κατά προτίµηση.Οι 
ρυθµιστικές αυτές πρωτεΐνες συνδέονται σε µικρά τµήµατα του DNA που ονοµάζονται 
ρυθµιστικές περιοχές ,τα οποία είναι σωστά τοποθετηµένα στο γονιδίωµα,συνήθως σε µικρή 
«upstream» απόσταση από το γονίδιο το οποίο ρυθµίζεται.Με αυτόν τον τρόπο αυτές οι 
ρυθµιστικές πρωτεΐνες µπορούν να προσλάβουν ένα άλλο συγκρότηµα ,που ονοµάζεται RNA 
πολυµεράση.Με αυτόν τον τρόπο ελέγχουν την γονιδιακή έκφραση και κατ’επέκταση την 
έκφραση της πρωτεΐνης.  
Οι ρυθµιστικές ακολουθίες µπορούν επίσης να βρεθούν στο αγγελιοφόρο RNA, αλλά γενικά δεν 
έχουν µελετηθεί τόσο πολύ όπως αυτά του DNA. Ίσως να συνδέονται µε πρωτεϊνες που 
συνδέονται µε το RNA ή µε άλλα RNAs.(miRNAs) 
Η έρευνα για την έυρεση και άλλων ρυθµιστικών περιοχών στα γονιδιώµατα σε όλες τις 
κατηγορίες οργανισµών ,βρίσκεται υπό εξέλιξη. 
 
 
Η ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης αναφέρεται στον έλεγχο και στην ώρα εµφάνισης του 
λειτουργικού προϊόντος ενός γονιδίου. Ο έλεγχος της έκφρασης είναι ζωτικής σηµασίας για να 
επτρέψει στο  κύτταρο να παράγει τα γονιδιακά πρΐόντα που χρειάζεται όταν τα χρειάζεται.Με τη 
σειρά του αυτό δίνει στα κύτταρα την ευελιξία να προσαρµοστούν σε ένα µεταβλητό περιβάλλον 
,σε εξωτερικά σηµάδια ,σε βλάβη του κυττάρου,κλπ. Μερικά απλά παραδείγµατα ,όπου η 
γονιδιακή έκφραση είναι σηµαντικη είναι: 
• Ο έλεγχος της έκφρασης της ινσουλίνης οπότε δίνει σήµα για τη ρύθµιση της γλυκόζης 
στο αίµα. 
• Την αδρανοποίηση του χρωµοσώµατος στα θηλυκά θηλαστικά για να αποτραπεί µια 
«υπερβολική δόση» των γονιδίων που περιέχει. 
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Κάθε βήµα της έκφρασης των γονιδίων µπορεί να διαφοροποιείται ,από το βήµα της 
µεταγραφής DNA-RNA στη µετα-µεταγραφική τροποποίηση της πρωτεΐνης. Η σταθερότητα του 
τελικού γονιδιακού πρϊόντος , είτε είναι πρωτεΐνη έιτε RNA ,συνεισφέρει επίσης στο επίπεδο  
έκφρασης του γονιδίου. Ένα µη σταθερό γονιδιακό προϊόν έχει ως αποτέλεσµα µια έκφραση 
χαµηλότερου επιπέδου. Γενικά η γονιδιακή έκφραση ρυθµίζεται µέσω των αλλαγών στον αριθµό 
και στον τύπο των αλληλεπιδράσεων ,µεταξύ των µορίων τα oποία επηρεάζουν συλλογικά τη 
µεταγραφή του DNA και την µετάφραση του RNA.    
 
1.5.2 Μεταγραφική ρύθµιση 
Η ρύθµιση της µεταγραφής µπορεί να χωριστεί σε τρεις τρόπους που την επηρεάζουν: 
γενετικό(άµεση ανίδραση ενός ελεγκτικού παράγοντα µε το γονίδιο), διαφοροποίηση (αντίδραση 
ενός παράγοντα ελέγχου µε την µηχανή µεταγραφής) και επιγενετικός (µη ακολουθιακές 
αλλαγές στη δοµή οτυ DNA που επηρεάζει τη µεταγραφή). 
H άµεση αλληλεπίδραση µε το DNA είναι η πιο απλή και άµεση µέθοδος που µπορεί µια 
πρωτεΐνη να αλλάξει τα επίπεδα της µεταγραφής και τα γονίδια συχνά έχουν διάφορα σηµεία 
όπου µπορούν να προσδεθούν πρωτεΐνες ,γύρω από την κωδικοποιητική περιοχή ,µε τη 
συγκεκριµένη λειτουργία της ρυθµιστικής µεταγραφής.Υπάρχουν πολλά  ρυθµιστικά σηµεία 
πρόσδεση στο DNA γνωστά ως ενισχυτές ,µονωτήρες ,καταστολείς και αποσιωπητές. Οι 
µηχανισµοί της ρυθµιστικής µεταγραφής διαφέρουν πολύ, από το µπλοκάρισµα των βασικών 
σηµείων πρόσδεσης στο DNA για την RNA πολυµεράση ,µέχρι την δράση ως ενεργοποιητής 
και προωθητής της µεταγραφής βοηθώντας την RNA πολυµεράση να συνδεθεί. 
Η δραστηριότητα των µεταγραφικών παραγόντων ,διαµορφώνεται στη συνέχεια από 
ενδοκυτταρικά σήµατα δηµιουργώντας µετα-µεταγραφική τροποποίηση της πρωτεΐνης. Το 
γεγονός αυτό επηρεάζει την ικανότητα του µεταγραφικού παράγοντα να προσδεθεί ,έµµεσα ή 
άµεσα ,στον προωθητή DNA ,την πρόσληψη της RNA πολυµεράσης ,ή να ευνοήσει την την 
επιµήκυνση ενός νέου συντιθεµένου µορίου RNA. 
H µεµβράνη του πυρήνα στα ευκαρυωτικά κύτταρα επιτρέπει περαιτέρω ρύθµιση των 
µεταγραφικών παραγόντων ,µέσω της διάρκειας της παρουσίας τους στον πυρήνα ,η οποία 
ρυθµίζεται από αναστρέψιµες αλλαγές στη δοµή τους και µέω της σύνδεσης άλλων 
πρωτεϊνών.Περιβαλλοντικά ερεθίσµατα ή ενδοκρινολογικά σήµατα µπορεί να προκαλέσουν 
αλλαγές στις ρυθµιστικές πρωτεΐνες προκαλώντας αλυσιδωτές αντιδράσεις ενδοκυτταρικών 
σηµάτων, που έχουν αποτέλεσµα στην ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης. 
Πρόσφατα έχει γίνει φανερό το γεγονός της τεράστιας επιρροής µη DNA ακολουθιών µε 
συγκεκριµένα αποτελέσµατα στη µετάφραση. Τα αποτελέσµατα αυτά αναφέρονται ως 
επιγενετικά και συνεπάγονται τη µεγαλύτερη δοµή του DNA, τις µη ακολουθιακές ειδικές DNA 
πρωτεΐνες πρόσδεσης και τη χηµική µεταβολή του DNA. Σε γενικές γραµµές οι επιγενετικές 
επιδράσεις αλλοιώνουν την προσβασιµότητα του DNA στις πρωτεΐνες και έτσι διαµορφώνουν τη 
µεταγραφή. 
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Η µεθυλίωση του DNA είναι ένας ευρέως διαδεδοµένος µηχανισµός για επιγενετική επίδραση 
στη γονιδιακή έκφραση και έχει παρατηρηθεί σε βακτήρια και έχει ρόλους στη σίγαση της 
κληρονοµικής µεταγραφής και στη ρύθµιση της µεταγραφής.Στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς 
,η δοµή της χρωµατίνης ,ρυθµίζει την πρόσβαση στο DNA µε σηµαντικές επιπτώσεις στην 
έκφραση των γονιδίων στις περιχές ευµοχρωµατίνης και ετεροχρωµατίνης. 
 
1.5.3 Μετα-µεταγραφική ρύθµιση 
Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, όπου η εξαγωγή RNA είναι απαραίτητη πριν τη µετάφραση και είναι 
δυνατή, η πυρηνική εξαγωγή θεωρείται ότι παρέχει επιπλέον έλεγχο πάνω στη γονιδιακά 
έκφραση. Όλη η µεταφορά µέσα και έξω από τον πυρήνα ,γίνεται µέσω του πυρηνικού πόρου 
και η µεταφορά ελέγχεται µέσω µιας µεγάλης ποκιλίας πρωτεινών importin και exportin. 
Η έκφραση ενός γονιδίου που κωδικοποιεί για µια πρωτεΐνη είναι δυνατή µόνο αν το 
αγγελιοφόρο RNA που µεταφέρει τον κώδικα ,επιβίωσει αρκετά έτσι ώστε να µεταφραστεί. Σε 
ένα τυπικό κύτταρο ,ένα µόριο RNA είναι σταθερό µόνο αν είναι προσταευµένο από την 
υποβάθµιση. Η υποβάθµιση του RNA έχει ιδιαίτερη σηµασία στη ρύθµιση της έκφρασης στα 
ευκαρυωτικά κύτταρα, όπου το mRNA έχει να διανύσει σηµαντικές αποστασεις πριν 
µεταφραστεί.Στα ευκαρυωτικά το RNA σταθεροποιείται µε συγκεκριµένες µετα-µεταγραφικές 
µεταβολές. 
Η επιτηδευµένη υποβάθµιση των mRNA δεν χρησιµοποιείται µόνο ως µηχανισµός άµυνας των 
ξένων RNA (συνήθως ιοί RNA), αλλά επίσης ως µια οδός αποσταθεροποίησης του mRNA. Aν 
ένα mRNA µόριο ,έχει µια συπληρωµατική ακολουθία σε ένα µικρό παρεµβατικό RNA, τότε είναι 
στοχευµένο για καταστροφή µέσω του µονοπατιού της RNA παρεµβολής. 
 
 
1.5.4 Μεταφραστική ρύθµιση 
Η άµεση ρύθµιση της µετάφραση είναι λιγότερο διαδεδοµένη από ότι ο έλεγχος της µεταγραφής 
ή της σταθερότητας του mRNA και χρησιµοποιείται περιστασιακά.Η αναστολή της πρωτεϊνικής 
µετάφρασης είναι ένας σηµαντικός στόχος για τις τοξίνες και τα αντιβοτικά ,µε σκοπό να 
σκοτώσουν ένα κύτταρο επιτάσσοντας τον κανονικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης. Οι 
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1.6 Αναπαράσταση DNA ως συµβολοσειρά 
Κάθε µόριο DΝΑ να αναπαρασταθεί ως µια ακολουθία συµβόλων (συµβολοσειρά), από ένα το 
αλφάβητο των τεσσάρων χαρακτήρων {Α,T,C,G}.To A χρησιµοποιείται για την αδενίνη, το T για 
την θυµίνη, το C για την κυτοσίνη και το G για την γουανίνη.Η υπόθεση αυτή είναι πολύ 
σηµαντική για την υπολογιστική επεξεργασία και αποθήκευση. Ο προσδιορισµός αυτής της 
συµβολοσειράς για διαφορετικά µόρια ή ο προσδιορισµός της σειράς των συµβόλων βάσεων 
στα µόρια, είναι ένα κρίσιµο βήµα για την κατανόηση των βιολογικών λειτουργιών των 
µορίων.Γενικότερα υποθέτουµε πως κάθε βιολογικό µόριο µπορεί να αναπαρασταθεί ως µια 
ακολουθία συµβόλων από ένα συγκεκριµένο αλφάβητο Σ. 
 
1.7 Μοτίβα και τρόποι εύρεσης τους. 
Τα ακολουθιακά µοτίβα είναι µικρά, επαναλαµβανόµενα µοτίβα στο DNA τα οποία εκτιµούνται 
ότι έχουν βιολογική λειτουργικότητα. Συχνά δείχνουν ειδικές θέσεις πρόσεδης στην ακολουθία 
για πρωτεΐνες ,όπως οι νουκλεάσες και οι µεταγραφικοί παράγοντες (TF). Άλλα συµµετέχουν σε 
σηµαντικές διεργασίες στο επίπεδο του RNA ,συµπεριλαµβάνοντας τη σύνδεση µε το ριβόσωµα 
,την επεξεργασία των mRNAs και τον τερµατισµό της µεταγραφής. 
Όταν ένα µοτίβο ακολουθίας εµφανίζεται στο εξώνιο ενός γονιδίου , µπορεί να κωδικοποιήσει το 
«δοµικό µοτίβο» µιας πρωτεϊνης. Αυτό είναι το στερεοτυπικό στοιχείο ολόκληρης της δοµής της 
πρωτεΐνης. Παρ’όλα αυτά τα µοτίβα δε χρειάζεται να συνδεθούν µε µια διακριτική δευτερεύουσα 
δοµή. Οι «µη-κωδικοποιητικές» ακολουθίες δε µεταφράζονται σε πρωτεϊνες και τα νουκλεϊκά 
οξέα µε τέτοια µοτίβα δε χρεάζεται να αποκλίνουν αό την τυπικό σχήµα. 
Έξω από τα εξώνια του γονιδίου, υπάρχουν ρυθµιστικά ακολουθιακά µοτίβα και µοτίβα µέσα 
στην περιοχή “junk” του DNA (κοµµάτια του DNA των οποίων η λειτουργία δεν είναι ακόµα 
γνωστή), όπως το satellite DNA [3]. Μερικά από αυτά θεωρείται ότι επηρεάζουν το σχήµα των 
νουκλεϊκών οξέων, αλλά είναι κάτι που συµβαίνει απλά µερικές φορές. Για παράδειγµα πολλές 
πρωτεϊνες που συνδέονται µε το DNA που έχουν συγγένεια µε συγκεριµένα µοτίβα, συνδέονται 
µε το DNA µόνο όταν είναι στη διπλή ελικοειδή του µορφή. Είναι σε θέση να αναγνωρίζουν 
µοτίβα µε την επαφή τους µε µεγάλα ή µικ΄ρα αυλάκια της διπλής έλικας. 
Τα µικρά κωδικοποιητικά µοτίβα , τα οποία φαίνεται να έχουν έλλειψη δευτερεύουσας δοµής 
,περιλαµβάνουν αυτά που ονοµατίζουν τις πρωτεΐνες για παράδοσης τους σε ορισµένα µέρη 
του κυττάρου, ή τα σηµειώνουν για φωσφορυλίωση. 
Μέσα σε µια ακολουθία ή σε µια βάση δεδοµένων µε ακολουθίες ,οι ερευνητές ψάχνουν και 
βρίσκουν µοτίβα χρησιµοποιώντας τεχνικές ανάλυσης των ακολουθιών που βασίζονται στον 
υπολογιστή ,όπως είναι ο BLAST.  
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1.7.1 Μοτίβα και οµόφωνες ακολουθίες (consensus sequences)  
Στη µοριακή βιολογία και στη βιοπληροφορική µια οµόφωνη ακολουθία είναι ένας τρόπος 
αναπαράστασης των αποτελεσµάτων µιας πολλαπλής ευθυγράµµισης ακολουθίας , όπου 
συσχετιζόµενες ακολουθίες συγκρίνονται η µία µε την άλλη και βρίσκονται όµοια λειτουργικά 
ακολουθιακά µοτίβα. Η ακολουθία consensus δείχνει ποια κατάλοιπα είναι περισσότερο άφθονα 
στην ευθυγράµµιση σε κάθε θέση. 
Ο συµβολισµός [ΧΥΖ] εννοεί το Χ, το Υ ή το Ζ , αλλά δεν αναφέρει την πιθανότητα ενός 
συγκεκριµένου ταιριάσµατος. Γι’αυτό το λόγο ,δύο ή περισσότερα µοτίβα είναι συχνά 
συνδεδεµένα ένα ενίαίο µοτίβο: το καθοριστικό µοτίβο και διάφροα άλλα τυπικά µοτίβα. 
Η ανάπτυξη λογισµικού για αναγνώριση µοτίβου αποτελεί µείζον θέµα της γενετικής ,της 
µοριακής βιολογίας και της βιοπληροφορικής. Συγκεκριµένα ακολουθιακά µοτίβα µπορούν να 
λειτουργήσουν ως ρυθµιστικές ακολουθίες που ελέγχουν τη βιοσύνθεση ,ή ως ακολουθίες 
σήµατος που κατευθύνουν ένα µόριο σε ένα συγκεκριµένο σηµείο στο κύτταρο ή ρυθµίζουν την 
ωρίµανση του. Εφόσον η ρυθµιστική λειτουργία αυτών τνων ακολουθιών έιναι σηµαντική 
πιστεύεται ότι αυντηρούνται µέσα στο πέρασµα των περιόδων εξέλιξης. Σε µερικές περιπτώσεις 
,η εξελικτική συγγένεια µπορεί να εκτιµηθεί από το ποσοστό συντήρησης αυτών των περιοχών.  
 
1.7.2 De novo υπολογιστική ανακάλυψη µοτίβων 
Υπάρχουν προγράµµατα λογισµικού τα οποία ,δεδοµένων πολλαπλών ακολουθιών ως είσοδο 
,προσπαθούν να αναγνωρίσουν ένα ή περισσότερα υποψήφια µοτίβα. Ένα παράδειγµα έιναι το 
ΜΕΜΕ ,το οποίο παράγει στατιστικές πληροφορίες για το κάθε υποψήφιο. Άλλοι αλγόριθµοι  
περιλαµβάνουν τους CisModule, AlignAce, PhyloGibbs, Weeder, Amadeus και FIRE. Το 
SCOPE είναι ένας ανιχνευτής συνόλου µοτίβων που χρησιµοποιεί διάφορους αλγόριθµους 
ταυτόχρονα. Σήµερα υπάρχουν περισσόετερες από 100 δηµοσιεύσεις µε παρόµοιους 
αλγόριθµους ,χωρίς να υπάρχει µια συνολική συγκριτική αξιολόγηση ,κι έτσι η επιλογή κάποιου 
δεν είναι τόσο εύκολη υπόθεση. 
 
1.7.3 Ανακάλυψη µέσω εξελικτικής συντήρησης  
Τα µοτίβα έχουν ανακαλυφθεί µελετώντας όµοια γονίδια σε διαφορετικά είδη. Για παράδειγµα 
,µέσω της στοίχισης ακολουθιών αµινοξέων ορισµένες από το GCM (νευρογλοιακά κύτταρα 
που λείπουν) γονίδιο ατον άνθρωπο ,στο ποντίκι και στο D.melanogaster,ο Akiyama [4] και 
άλλοι ανακάλυψαν ένα πρότυπο το οποίο το ονόµασαν το GCM µοτίβο. 
Οι συγγραφείς ήταν σε θέση να δείξουν πως το µοτίβο έχει δραστηριότητα DNA σύνδεσης. 
Ένας αλγόριθµος ανακάλυψης µοτίβου το οποιό λαµβάνει υπόψιν φυλλογενετική συντήρηση, 
είναι ο PhylloGibs. 
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Το φυλλογενετικό αποτύπωµα είναι µια τεχνική µέθοδος που χρησιµοποιείται για την 
αναγνώριση σηµείων σύνδεσης µεταγραφικών παραγόντων σε µια κωδικοποιητική περιοχή 
ενδιαφέροντος του DNA  ,συγκρίνοντας την µε ορθολογικές ακολουθίες σε διαφορετικά είδη. 
Αυτό το κάνει αναγνωρίζοντας τα καλύτερα συντηρούµενα µοτίβα σε τέτοιες ορθολογικές 
περιοχές. 
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1.8 Εφαρµογές  
Στην ενότητα αυτή θα παρουσιάσουµε ενδεικτικά κάποιες εφαρµογές που έχουν 
πραγµατοποιηθεί για την έυρεση θέσεων πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων και για την 
εύρεση θέσεων πρόσδεσης µικρών RNA(MicroRNAs). 
 
1.8.1 Εύρεση θέσεων πρόσδεσης µεταγραφικών παραγόντων 
Μία από τις σηµερινές προκλήσεις των βιολόγων είναι η ανακάλυψη νέων περιοχών σύνδεσης 
στα νουκλεϊκά οξέα για άγνωστους ρυθµιστικούς παράγοντες, δεδοµένης µιας συλλογής 
γονιδίων που πιστεύεται ό τι ρυθµίζονται. 
Μια σειρά αλγορίθµων έχουν προταθεί για την εύρεση µοτίβων σε βιολογικές ακολουθίες. 
Πολλοί από αυτούς στους αλγορίθµους έχουν σχεδιαστεί να βρίσκουν περισσότερο γενικά 
µοτίβα ,από ότι αυτά που απαιτούνται για την αναγνώριση των περιοχών πρόσεδσης 
µεταγραφικών παραγόντων.Οι αλγόριθµοι αυτοί βασίζονται σε µεθόδους όπως η expectation 
maximization [6], Gibs sampling[7][8], και οι άπληστοι αλγόριθµοι[9] ,οποιοσδήποτε από τους 




Οι Saurabh Sinha and Martin Tompa [10] ανέπτυξαν ένα πρόγραµµα για την ανακάλυψη νέων 
σηµείων πρόσδεσης για µεταγραφικούς παράγοντες µέσω στατιστικής υπερ-αναπράστασης 
που ονοµάζεται YMF. O YMF είναι ένας αλγόριθµος απαρίθµησης ,που δεδοµένων των 
ρυθµιστικών περιοχών διάφορων συσχετιζόµενων γονιδίων ,εγγυάται την παραγωγή µοτίβων 
µε τα µεγαλύτερα z-scores. To z-score ενός µοτίβου είναι ο αριθµός των τυπικών αποκλίσεων 
του οποίου ο αριθµός των παρατηρηµένων στιγµιοτύπων στις ακριβελις ακολουθίες εισόδου 
υπερβαίνει τον αναµενόµενο αριθµό στιγµιτοτύπων ,είχε τις ακολουθίες εισόδου αντ’αυτού 
τυχαίες. Τα µοτίβα µόνα τους είναι µικρές ακολουθίες του ΙUPAC αλφαβήτου ,µε τα Ν να είναι 
αναγκαστικά στη µέση της ακολουθίας . 
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Εικόνα:αρχική σελίδα του εργαλείου YMF 
 
Εικόνα: σχεδίαση του YMF-τα µοτίβα που έχουν σχεδιαστεί είναι GGANNNNNNNCCC (πράσινο), AAGTCC (µπλε), 
and GGACNNNNNNCCCY (ροζ) 
 
Οι Caselle M, Di Cunto F, Provero P [11] ανέπτυξαν µια µέθοδο ,η οποία επίσης βασίζεται στη 
στατιστική υπερ-αναπαράσταση των ρυθµιστικών µοτίβων. Η µέθοδος αυτή: αρχικά οµαδοποιεί 
τα γονίδια µε βάση τα µοτίβα τα οποία υπεραναπαριστώνται στην upstream περισοχή τους. Στη 
συνέχεια τα γονίδια που αποκτήθηκαν αναλύονται από την οπτική γωνία της συρρύθµισης των 
γονιδίων που περιέχουν, µελετώντας τα µοτίβα έκφρασης τους σε πειράµατα µικροσυστοιχιών. 
Τα υπερ-αναπαριστώµενα µοτίβα που έχουν τις ετικέτες των οµάδων που δείχνουν ένδειξη 
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συρρύθµισης ,θεωρούνται ως υποψήφια σηµελια πρόσδεσης για τη ρύθµιση των γονιδίων της 
οµάδας. 
Αργότερα οι Davide Cor`a, Ferdinando Di Cunto, Paolo Provero , Lorenzo Silengo and Michele 
Caselle[12] δοκίµασαν την ίδια µέθοδο από ένα σηµείο οπτικής γωνίας σύµφωνα µε την οποία , 
αν ένα σηµαντικό τµήµα της οµάδας των γονιδίων που αντιστοιχεί σε ένα δεδοµένο µοτίβο, 
µοιράζονται τον ίδιο λειτουργικό χαρακτηρισµό, τότε είναι πιθανό το µοτίβο αυτό να εµπλέκεται 
στην συρρύθµιση τους. Η διαδικασία αυτή για την επικύρωση των συνόλων είναι πιθανό να 
µπορεί να αναγνωρίζει διαφορετικά µοτίβα συκρινόµενα µε την επικύρωση από δεδοµένα 
µικροσυστοιχιών ,που περιορίζεται από δύο τουλάχιστον παράγοντες: πρώτον ,οι 
συγκεκριµένες βιολογικές διαδικασίες και οι περιβαλλοντικές συνθήκες που επικρατούν σε κάθε 
πείραµα των µικροσυστοιχιών ,και δεύτερον το γεγονός ότι µόνο αρκετά µεγάλες οµάδες 
συρρυθµιζόµενων γονιδίων είναι πιθανό να παράξουν σηµαντικό στατιστικά σήµα. 
 
REDUCE 
Οι Crispin Roven και Harmen J.Bussemaker [13] ανέπτυξαν το εργαλείο REDUCE για να 
συνάξουν ρυθµιστικά στοιχεία από δεδοµένα µικροσυστοιχιών. Το REDUCE είναι µια µέθοδς 
παλινδρόµησης που βασίζεται σε µοτίβα για την ανάλυση µικροσυστοιχιών. Οι µόνες 
απαιτούµενες είσοδοι είναι µια ενιαία οµάδα γονιδιωµάτων απόλυτης ή σχετικής πληρότητας 
mRNAs και η ακολουθία DNA της ρυθµιστικής περιοχής που συνδέεται µε κάθε γονίδιο που 
εξετάζεται-ερωτάται. Προς το παρόν υποστηρίζονται οργανισµοί όπως τα σκουλήκια και οι 
µύγες και διερωτάται το γεγονός αν µπορεί να υποστηρίξει και οργανισµούς όπως το ποτνίκι και 
ο άνθρωπος. Το REDUCE χρησιµοποιεί αµερόληπτες στατιστικές για να αναγνωρίσει 
ολιγονουκλεοτιδικά µοτίβα των οποίων η εµφάνιση τους στην ρυθµιστική περιοχή τνω γονιδίων 
σχετίζεται µε το επίπεδο της έκφρασης του mRNA. H ανάλυση παλινδρόµησης χρησιµοποιείται 
για να εξαχθεί η ιδιότητα της µεταγραφικής ενότητας που συνδέεται µε κάθε µοτίβο. 
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Παρακάτω ακολουθεί ένας πίνακας µε διάφορες υπολογιστικές µεθόδους και εργαλεία για την 







Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly









Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:56:08 EET - 137.108.70.7
27 
 
1.8.2 Εύρεση θέσεων πρόσδεση microRNAS 
Αυξανόµενες ενδείξεις δείχνει πως οι 3’ µη µεταφρασµενες περιοχές (3’ UTRs) των mRNAs 
περιέχουν διαφορετικούς τύποθς µικρών ακολουθιακών στοιχείων που παίζουν ένα σηµαντικό 
ρόλο στο µετα-µεταγραφικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης ,ρυθµίζοντας την σταθερότητα του 
mRNA ,την θέση του και την αποτελεσµάτικοτηα της µετάφρασης. 
 
microRNAs 
Τα MicroRNAs  είναι µια κατηγορία µικρών RNAs που δεν κωδικοποιούν πρωτεϊνες ,τα οποία 
θεωρούνται ότι είναι σηµαντικά σε πολλές βιολογικές διαδικασίες µέσω της ρύθµισης της 
γονιδιακής έκφρασης. 
 
Από την ανακάλυψη του πρώτου miRNA ,του Lin 4, µια δεκαετία πριν περίπου, πάνω από 3500 
µοναδικά miRNAs έχουν ταυτοποιηθεί και έχουν καταχωρηθεί σε ένα µητρώο  miRNA 
(http://microrna.sanger.ac.uk). Μεταξύ αυτών περισσότερα από 300 miRNAs έχουν 
ανακαλυφθεί στους ανθρώπους µέχρι σήµερα. 
Κάθε miRNA ρυθµίζει  την έκφραση ενός µεγάλου αριθµού στόχων-γονιδίων ,ανστέλλοντας της 
µετάφραση της πρωτεϊνης –στόχου,ενώ πειραµατικά στοιχεία δείχνουν ότι από ένα µόνο miRNA 
, µπορούν να ρυθµιστούν έως 200 γονίδια.Συνεπώς τα µόρια αυτά φαίνεται να ρυθµίζουν το ένα 
τρίτο όλων των ανθρώπινων γονιδίων κατά το µετα-µεταγραφικό στάδιο καταστέλλοντας το 
αγγελιαφόρο RNA.Παρόλο που το ανθρώπινο γονιδίωµα περιέχει εκατοντάδες miRNAs ( πολλά 
από τα οποία ίσως δεν είναι µοναδικά στους ανθρώπους) ,ο ρόλος  τους στις φυσιολογικές και 
παθολογικές διαδικασίες µόλις έχει αρχίσει να φαίνεται. 
Το κυτταρικό περιβάλλον του miRNA φαίνεται να είναι µοναδικό σε κάθε τύπο κυττάρου και να 
συνδέεται µε διακριτές και πολύ συγκεκριµένες διαδικασίες.Για παράδειγµα το miRNA µπορεί να 
ρυθµίζει την διαφοροποίηση και τη διατήρηση της ταυτότητας των κυττάρων στο αιµοποιητικό 
σύστηµα,να συµβάλλει στη δηµιουργία µυικών φαινοτύπων,να ελέγχει την µορφογένεση των 
επιθηλιακών ιστών και να ρυθµίζει πτυχές της οργανογένεσης και των µεταβολικών 
διαδιακασίων.Επίσης οι δοµές αυτές ίσως να είναι σηµαντικές για τις έµφυτες ανοσολογικές 
αντιδράσεις του οργανισµού , οι οποίες ελέγχουν ιογενείς λοιµώξεις αναστέλλοντας τη σύνθεης 
των ιογενών πρωτεϊνών.Τα ιογενή γονιδιώµατα επίσης κωδικοποιούν miRNAs ,τα οποία  
φαίνονται να εξελίσσονται ταχύτατα και να ρυθµίζουν τόσο τον ιογενή κύκλο ζωής όσο και την 
αλληλεπίδραης µεταξύ των ιών και των φορέων τους. 
Για αυτό τον λόγο φαίνεται πως τα µικρά RNAs εµπλέκονται σηµαντικά στο  φάσµα των 
βιολογικών µονοπατιών.Μη οµαλές υπογραφές –ίχνη miRNA ίσως υπάρχουν σε καταστάσεις 
αθένειας και έιναι πολύτιµοι δείκτες διάγνωσης ή/και πρόγνωσης.Θα µπορούσαν επίσης να 
χρησιµοποιηθούν για τον εντοπισµό ατόµων που βρίσκονται σε κίνδυνοκαι να ελιναι ενδιεκτικά 
για αλλοιωµένα γενετικά προγράµµατα που οδηγούν στην ευαισθησία και την παρουσίαση της 
ασθένειας.Επιπλέον η διαφοροποίηση των δραστηριοτήτων τους θα µπορούσε να έχει 
θεραπευτικά οφέλη.Η ταυτοποίηση ορισµένων miRNA υπογραφών – ιχνών έχει επιτευχθεί σε 
µερικές µορφές καρκίνου και αναµένουµε και για ασθένεις του αναπνευστικού. 
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Βιογένεση των MicroRNAs 
Για την βιογένεση των miRNAs [15] και για τη µεσολάβηση στην γονιδιακή έκφραση απαιτείται 
ένα πολύπλοκο σύνολο πρωτεϊνών. Τα ολοκληρωµένα µόρια miRNA  δηµιουργούνται από 
µεγάλα πρωτογενή µόρια miRNA ,τα pri-miRNA,τα οποία συνήθως περιέχουν εκατοντάδες 
ζεύγη βάσεων.Τα pri-miRNA επεξεργάζονται στον πυρήνα των “stem-loop precursors” (pre-
miRNA) των 70 περίπου νουκλεοτιδίων τις RNase II ενδονουκλεάσες, Drosha  και Pasha (20-
22).Τα pre-miRNAs µεταφέρονται άµεσα στο κυτταρόπλασµα από πρωτεϊνες ,οι οποίες 
συµµετέχουν άµεσα στην µεταφορά υλικού του πυρήνα όπως είναι η exportin 5 και Ran-
GTP.Στο κυτταρόπλασµα αργότερα µπορούν να µεταβληθούν σε διπλά RNA των 22 
νουκλεοτιδίων από την Dicer RNase III και από την διπλού έλικα πρωτεϊνη για τη σύνδεση µε το 
RNA.Η λειτουργική έλικας του miRNA αποκόπτεται από την συµπληρωµατική της µη 
λειτουργική έλικα και εγκαθίσταται στο RISC(RNA-inducing-silencing complex),το οποίο 
αποτελείται από το Dicer,TRBP και την Argonaute 2 πρωτεϊνη. 
Το παραπάνω σύµπλεγµα (complex) ,είναι αυτό που παίζει βασικό ρόλο στη σύνδεση του 
αγγελιαφόρου RNA(mRNA)  µέσω του (pre)-miRNA.To συγκεκριµένο miRNA-RISC σύνολο στη 
συγγενές του αγγελιαφόρο RNA-στόχο µέσω µια µικρής περιοχής στο τέλος της 
ακολουθίας.(5’).Η σύνδεση είναι τις περισσότερες φορές ατελής και µερικές βάσεις του 
αγγελιαφόρου RNA παραµένουν ελεύθερες και δεν συνδέονται στο σύνολο RISC-miRNA.Στη 
συνέχεια λοιπόν µπορεί η περιοχή 3’ να «κουµπώσει» µε τις ελεύθερες περιοχές 5’ της των 
αγγελιαφόρων RNA-στόχων. 
Σε γενικές γραµµές τα µικρά RNAs µπορούν να λειτουργήσουν µε δύο µηχανισµούς:µέσω της 
διάσπασης του αγγελιαφόρου RNA ή µέσω της εµπόδισης της διαδικασίας της µετάφρασης της 
κωδικοποιηµένης πρωτεϊνης.Η ολοκληρωµένη σύνδεση του µικρού RNA οδηγεί σε διάσπαση 
ενός ενιαίου φωσφοδιεστερικού bond στο αγγελιαφόρο RNA ακριβώς απένατι αποτα 
νουκλεοτίδια 11 και 12.Ακόµα και αν η σύνδεση είναι εντελώς συµπηρωµατική , η διάσπαση 
συµβαίνει όταν το τέλος της περιοχής 5’ του µικρού RNA συνδέεται στην Argonaute πρωτεϊνη 
που φέρει µια ενδονουκλεάση στον χώρο Piwi.Αυτός ο τρόπος είναι γνωστός ως παρέµβαση 
RNA και είναι ο κύριος µηχανισµός µε τον οποίο τα miRNAs των φυτών ρυθµίζουν τη γονιδιακή 
έκφραση.Στα ζώα ,ωστόσο,το ώριµο miRNA είναι µερικώς συµπηρωµατικό στην ακολουθία των 
αντίστοιχων τους αγγελιαφόρων RNAs,επιτρέποντας τους να συνδέονται µε άλλα αγγελιαφόρα 
RNAs.Αντί να προκαλούν διάσπαση των αγγελιαφόρων RNAs ,τα ζωϊκά miRNAs εµποδίζουν 
την µετάφραση της κωδικοποιηµένης πρωτεϊνης, υπογραµµίζοντας την δυνητική επιρροή τους 
σχεδόν σε κάθε γενετικό µηχανισµό και την πιθανή τους συµβολή σε ασθένειες.Ωστόσο η 
σύνδεση ενός miRNA µπορεί να µην είναι επαρκής να µπλοκάρει τη µετάφραση και ίσως να 
απαιτούνται διάφορες άλλες οµάδες miRNAs να συνδεθούν µε το αγγελιαφόρο RNA για τον 
συνδυαστικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης. 
Αρχικά θεωρούνταν πως η σύνδεση του miRNA στο RISC ανέστελε την σύνθεση της πρωτεϊνης 
υποβαθµίζοντας την νέα σύνθεση της όπως προέκυπτε από το ριβόσωµα,ή παγώνοντας τα 
ριβοσώµατα σε µέρος του αγγελιαφόρου RNA και έτσι µπλόκαρε την επιµήκυνση της 
πρωτεϊνης.Νέα στοιχεία ωστόσο δείχνουν πως το miRNA µπορεί να προκαλέσει αστάθεια στην 
στον στόχο.Το miRNA-RISC σύνολο όταν είναι συνδεδεµένο µε τον στόχο του εµποδίζει την 
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έναρξη της µετάφρασης προωθώντας την κίνηση του αγγελιαφόρου RNA από το 
κυτταρόπλασµα σε µέρη του RNA,που ονοµάζονται P-bodies.Γι’αυτό τον λόγο τα miRNAs 
αναστέλλουν δυνητικά την έναρξη της µετάφρασης των mRNA στις πρωτεϊνες ,προωθώντας την 




Αρκετές υπολογιστικές προσεγγίσεις έχουν αναπτυχθεί τα τελευταία χρόνια για την διερεύνηση 
του ρυθµιστισκού µηχανισµού των miRNAs. Συγκεκριµένα προτάθηκαν προσεγγίσεις για τα 
ακόλουθα προβλήµατα: 
• Αναγνώριση των miRNA γονιδίων 
• Αναγνώριση των γονιδίων που ρυθµίζονται από τα miRNAs 
• Περιγραφή του ρυθµιστικού δικτύου που καθιερώνεται από αυτή την τάξη µορίων 
Οι περισσότερες υπολογιστικές µέθοδοι που προτάθηκαν για την αναγνώριση των στόχων των 
miRNAs βασίζονται σε µερικά από τα ακόλουθα στοιχεία: 
• Εξελικτική συντήρηση των miRNAs και των σηµείων πρόσδεσης τους ανάµεσα στα είδη. 
• Χρήση του Watson-Crick τέλειων ή µη ζευγαριών ανάµεσα στα 3’ UTRs και στα miRNAs. 
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• Εµπλουτισµό των σηµείων πρόσδεσης των miRNAs στις 3’UTRs 
• Χρήση της δευτερεύουσας δοµής RNA 
 
Οι Davide Cor`a , Ferdinando Di Cunto , Michele Caselle and Paolo Provero[16] ανέπτυξαν µια 
εφαρµογή για τον εντοπισµό υποψήφιων ρυθµιστικών ακολουθιών στις 3’UTRs των θηλαστικών 
µε τη στατιστική ανάλυση των ολιγονουκλεοτιδικών κατανοµών. 
Συγκεκριµένα παρουσίασαν δύο νέες µεθόδους για τον εντοπισµό περιοχών σύνδεης των 
miRNAs ή γενικότερα ρυθµιστικών ακολουθιών στις 3’UTRs που βρίσκοντια στο mRNA.Οι 
µέθοδοι βασίζονται στη συχνότητα κατανοµής των ολιγονουκλεοτιδίων στις 3’UTRs και στην 
εξελικτική συντήρηση και συγκεκριµένα στις παρακάτω δύο υποθέσεις: 
1. Συντηρούµενη υπερεκπροσώπηση: τα σηµεία πρόσδεσης συµβαίνουν στα ρυθµισµένα 
γονίδια πιο συχνά από ότι θα περιµέναµε να συµβεί τυχαία,και αυτή η 
υπεραναπαράσταση µπορέι να διατηρηθεί σε ορθόλογα γονίδια συγγενικών ειδών. 
2. Ασσυµετρία σύνδεσης: τα σηµεία σύνδεσης εµφανίζονται στις 3’ UTRs πιο συχνά από 
ότι στο αντίστροφο συµπλήρωµατικό τους. Το σκεπτικό είναι ότι αν πολλά γονίδια είναι 
υπό θετική επιλεκτική πίεση να διατηρήσουν τις περιοχές σύνδεσης στις 3’UTRs τους, 
αυτό θα έπρεπε να προκλέσει µια καθολική υπεραναπαράστση των περιοχ΄ν 
πρόσδεσης συγκριτικά µε τα αντίστροφα συµπληρωµατικά τους που δεν υπόκεινται σε 
τέτοια  θετική πίεση. 
Η κύρια καινοτοµία της µεθόδου διατηρητέας υπεραναπαράστασης είναι ότι και το µήκος των 
3’UTRs και της καθολικής νουκλεοτιδικής σύνθεσης τους ,λαµβάνεται υπόψιν όταν 
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2.1 Περιγραφή της διαδικτυακής εφαρµογής  
Στην ενότητα αυτή θα περιγράψουµε τη διαδικτυακή εφαρµογή και πώς αυτή λειτουργεί. 
Στόχος της συγκεκριµένης εφαρµογής είναι η σχεδίαση και η ανάπτυξη ενός ολοκληρωµένου 
διαδικτυακού περιβάλλοντος , στο οποίο ο κάθε χρήστης θα µπορεί να κάνει upload αρχεία που 
θα περιέχουν ακολουθίες DNA ,που ανήκουν σε δύο διαφορετικές οµάδες δεδοµένων για 
επεξεργασία. 
 Αρχικά λοιπόν ο χρήστης θα πρέπει να κάνει εγγραφή στο σύστηµα για να µπορέσει να κάνει 
upload τα αρχεία του. ∆ίνοντας λοιπόν το email του ως όνοµα χρήστη ,αυτόµατα λαµβάνει ένα 
email από το σύστηµα όπου τον καλωσορίζει στην εφαρµογή και του δίνει το password για να 
κάνει login. To password παράγεται από µια τυχαία γεννήτρια αλφαριθµητικών µήκους 8 
χαρακτήρων. Ταυτόχρονα γίνεται επικοινωνία µε τη βάση δεδοµένων για εισαγωγή των 
στοιχείων του χρήστη. 
Σε δεύτερη φάση ο χρήστης πραγµατοποιεί την είσοδο στο σύστηµα για να µπορέσει να κάνει 
upload αρχεία του.Γίνεται επικοινωνία µε τη βάση δεδοµένων για την επαλήθευση των 
στοιχείων του χρήστη ,ώστε να µπορέσει να εισέλθει στο σύστηµα.Σε περίπτωση 
λάναθασµένων στοιχείων ,ο χρήστης µεταφέρεται αυτόµατα σε µια σελίδα όπου τον ενηµερώνει 
να ελέγξει ξανά τα στοιχεία εισαγωγής και να προσπαθήσει να κάνει ξανά login. 
Μετά την επιστυχηµένη είσοδο του χρήστη στο σύστηµα, ο χρήστης µπορεί πλέον να δώσει τα 
αρχεία του για επεξεργασία. Αρχικά κάνει upload το αρχείο που περιέχει τις ακολουθίες UP. 
Αφού το ανεβάσει στον server µεταφέρεται στη σελίδα όπου του ζητάει να κάνει upload και το 
δεύτερο αρχείο που περιέχει τις ακολουθίες OTHER. Αυτό γίνεται για να είναι ξεκάθαρο στον 
χρήστη η σειρά µε την οποία πρέπει να ανεβάσει τα αρχεία ,ώστε να γίνει σωστή επεξεργασία 
των δεδοµένων και να λάβει τα ανάλογα σωστά αποτελέσµατα. 
Τα αρχεία UP και OTHER είναι txt αρχεία και τα δεδοµένα τους πρέπει να είναι σε FASTA 
µορφή. Μια ακολουθία σε FASTA µορφή αναπαριστάται ως µια σειρά γραµµών ,οι οποίες δεν 
πρέπει να ξεπερνάνε τους 120 χαρακτήρες και να µην ξεπερνάνε στη διαδοχή τους 80 
χαρακτήρες .Αυτό πιθανόν συµβαίνει για να δεσµεύσουν από πριν τα καθορισµένα µεγάθη των 
γραµµών στο λογισµικό. 
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Η πρώτη γραµµή σε ένα αρχείο FASTA µορφής ξεκινάει ή µε «>»,ή µε ερωτηµατικό «;» και 
θεωρήθηκε σαν ερωτηµατικό.Οι υποακόλουθες γραµµές που ξεκινάνε µε ερωτηµατικό θα 
πρέπει να αγννοούνται από το λογισµικό. 
Η ακολουθία σε FASTA format αρχίζει µε µια περιγραφή µιας γραµµής ,που ακολουθείται από 
τις γραµµές των δεδοµένων ακολουθίας .Η γραµµή περιγραφής διακρίνεται από τα δεδοµένα 
της κολουθίας όπως είπαµε και παραπάνω µε τη χρήση του συµβόλου (>) στην πρώτη 
γραµµή.Η λέξη που ακολουθεί µετα το «>» είναι το αναγνωριστικό όνοµα της ακολουθίας και το 
υπόλοιπο της γραµµής είναι η περιγραφή.(και τα δύο είναι προαιρετικά). ∆ε θα πρέπει να 
υπάρχουν κενά µεταξύ του «>» και του πρώτου γράµµατος του αναγνωριστικού.Συνίσταται όλες 
οι γραµµές του κειµένου να είµαι µικρότερες από τους 80 χαρακτήρες. Η ακολουθία τελειώνει αν 
κάποια άλλη γραµµή που ξεκινάει µε «>» εµφανιστεί. Αυτό υποδηλώνει την αρχή επόµενης 
ακολουθίας. Παρακάτω φαίνεται ένα απλό παράδειγµα ακολουθίας σε FASTA format: 
 







Στην εφαρµογή µας σε περίπτωση που στην ακολουθία υπάρχουν σύµβολα όπως «!» ή κενά τα 
οποία δεν πειτρέπονται τα αφαιρούµε και στη συνέχεια ενηµερώνουµε τον χρήστη µε ένα log 
αρχείο ,το οποίο δείχνει σε ποια θέση βρέθηκε ο ανεπιθύµητος χαρακτήρας και πώς 
αντιµετωπίστηκε. 
 
Στη συνέχεια ένα πρόγραµµα θα κάνει επεξεργασία των ακολουθιών αυτών ως εξής: θα βρίσκει 
όλα τα non-overlapping εξαµερή στις παραπάνω DNA ακολουθίες.Θα συγκρίνει την συχνότητα 
εµφάνισης τους , χρησιµοποιώντας ένα έτοιµο στατιστικό τεστ το οποίο αναλύουµε παρακάτω 
και σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα θα κάνει αναζήτηση στις miRNA ακολουθίες ,ώστε να δει αν 
κάποιες από αυτές σχετίζονται µε τα top scoring εξαµερή.Στο τέλος θα επιστρέφει τα 
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2.1.1 Αλγόριθµος για την αναζήτηση των nmers στις ακολουθίες UP και OTHER 
O αλγόριθµος που χρησιµοποιήθηκε γα την αναζήτηση των nmers( στην περίπτωση µας 
εξαµερών) στις ακολουθίες UP και OTHER είναι πολύ απλός και λειτουργεί ως εξής: 
Παίρνει ως ορίσµατα το µήκος των nmers της ακολουθίας προς σύγκριση.στη συνέχεια ψάχνει 
για την εµφάνιση του nmer στην ακολουθία.Όταν βρει µια εµφάνιση ,συνεχίζει την αναζήτηση 
από την προηγούµενη θέση αυξηµένη κατά n δηλαδή το µήκος του nmer. ∆ιαφορετικά ξεκινάει 
κάθε φορά από την επόµενη θέση στην ακολουθία.Στο τέλος επιστρέφει για κάθε nmer το 
normalized_counts το οποίο είναι ίσο µε τον αριθµό εµφάνισης του nmer στην ακολουθία προς 




Έστω ότι ψάχνουµε το τριµερές ATA στην ακολουθία CATAGCTATATATTCGATAATAGCT. 
Το n=3.Σύµφωνα λοιπόν µε τον αλγόριθµό µας θα ελέγξουµε αρχικά τις θέσεις 1-3, 2-4 
,5-7 κ.ο.κ 
Εποµένως θα βρούµε ως στιγιότυπα του ΑΤΑ στην ακολουθία τα χρωµατισµένα µε κίτρινο και 





Παρακάτω φαίνεται και µια εικόνα µε το διάγραµµα ροής του αλγορίθµου. 
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Μετά την σύγκριση των ακολουθιών µε τα nmers εκτελείται το στατιστικό πακέτο το οποίο 
υπολογίζει τις τιµές pvalues. Το αρχείο για τη στατιστική επξεργασία παίρνει ως είσοδο δύο 
αρχεία.To πρώτο αρχείο περιέχει τα ονόµατα των αρχείων που το καθένα από αυτά περιέχει τα 
αποτελέσµατα της σύγκρισης των nmers µε τις ακολουθίες των δύο οµάδων ακολουθιών. Σαν 
έξοδο στο χρήστη θα επιστρέψει ένα αρχείο όπου θα καταγράφονται τα pvalues για κάθε nmer 
και οι αντίστοιχες –log(pvalues) θα είναι ταξινοµηµένες από τη µικρότερη προς τη µεγαλύτερη. 
Στη συνέχεια επιλέγουµε τα πρώτα top scoring nmers και ελέγχουµε αν ταιριάζουν στις πρώτες 
θέσεις των MicroRNAs.Στη θέση του U θα πρέοπει να βάλουµε το Τ.Επειδή όµως πρέπει να τα 
διάβασουµε από την περιοχή 3’->5’ βρίσκουµε τη συµπληρωµατική τους ακολουθία.Έτσι θα 
µπορέσουµε να δούµε αν υπάρχουν κοινά µοτίβα στα mircRNAs και στα UTRs .Σαν έξοδο ο 
χρήστης παίρνει  ένα αρχείο µε τα top scoring nmers και την θέση εµφάνισης του στο κάθε 
microRNA, το όνοµα των MicroRNAs,την αντίστοιχη ln(pvalue) τιµή και µια εικόνα µε το 
ιστόγραµµα των –log(pvalues). 
Γενικότερα η διεπαφή της εφαρµογής είναι αρκετά απλή όσον αφορά τα εξωτερικά 
χαρακτηριστικά, κι αυτό γιατί πρωτεύων στόχος της εφαρµογής είναι η λειτουργικότητα ,κι όχι η 
εµφανιση της διεπαφής.Η εφαρµογή είναι αρκετά φιλική προς τον χρήστη και αναφέρει σε κάθε 
σελίδα τα απλά βήµατα που πρέπει να κάνει. 
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2.2 Επιµέρους στοιχεία υλοποίησης  
2.2.1 Η Βιοπληροφορική και η γλώσσα προγραµµατισµού Java 
Η βιοπληροφορική αποτελεί µια πρόκληση για τους προγραµµατιστές να δηµιουργήσουν 
ευρέως κατενεµητικά εργαλεία ,τα οποία αποσαφηνίζουν βιολογικές σχέσεις. Η βασική αξία των 
εργαλείων αυτών , µετράται στην συνεισφορά που παρέχουν στους βιολόγους ερευνητές. 
Επιπλέον όσο αυξάνεται ο αριθµός και η φύση των διαθέσιµων δεδοµένων ,οι επιστήµονες της 
βιοπληροφορικής κινητοποιούνται ισχυρά να παρέχουν ραγδαία εξελισσόµενα εργαλεία, στις 
κοινότητες των χρηστών τους.Η Java επέτρεψε στους επιστήµονες της βιοπληροφρικής να 
αναπτύξουν γρήγορα φιλικές προς το χρήστη εφαρµογές , οι οποίες είναι προσβάσιµες στους 
χρήστες όλων των επιπέδων υπολογιστικής ικανότητας. 
Η ανάπτυξη της βιοπληροφορικής βασισµένη σε Java είναι ένας κλάδος, ο οποίος 
αναπτύσσεται ταχύτατα. Η Java διευκολύνει την µεταφορά της ακαδηµαϊκής κοινότητας, από 
την ανάπτυξη εφαρµογών που βασίζονται σε απλές script γλώσσες , σε γλώσσες που 
χειρίζονται πιο δύσκολες λειτουργίες.Οι εφαρµογές αυτές ενσωµατώνουν µεγάλο όγκο 
δεδοµένων µια ποικιλία αλγορίθµων που απευθύνονται στην ανάλυση εξειδικευµένων τµηµάτων 
της γονιδιωµατικής έρευνας. Η γλώσσα Java αλλάζει επίσης και τον τρόπο µε τον οποίο 
εργάζονται οι επιστήµονες της βιοπληροφορικής και οι βιολόγοι. Με εξειδικευµένα APIs , όπως 
είναι το JavaHelp , Java 3D, και το Web Services, οι προγραµµατιστές µπορούν πολύ γρήγορα 
να ενσωµατώσουν οδηγούς εκµάθησης , να παραδώσουν περισςότερους τύπους δεδοµένων 
και να παρέχουν νέες απόψεις. Με οδηγούµενα APIs ,όπως η BioJava και η EnsEMBL-Java ,οι 
προγραµµατιστές της Java µπορούν πολύ γρήγορα να προσπελάσουν πολύπλοκα βιολογικά 




2.2.2  Η γλώσσα προγραµµατισµού Java 
Το περιβάλλον της εφαρµογής υλοποιήθηκε κατά το κύριο µέρος του µε τη γλώσσα 
προγραµµατισµού Java.Μια σύντοµη περιγραφή των χαρακτηριστικών της συγκεκριµένης 
γλώσσας ,θα κάνει περισσότερο κατανοητή την επιλογή της. 
Η Java είναι µία αντικειµενοστρεφής γλώσσα προγραµµατισµού που σχεδιάστηκε από την 
εταιρεία πληροφορικής Sun Microsystems. 
 
Μερικά από τα βασικότερα χαρακτηριστικά της Java είναι τα εξής: 
 Ένα από τα βασικά πλεονεκτήµατα της Java έναντι των περισσότερων άλλων γλωσσών 
είναι η ανεξαρτησία του λειτουργικού συστήµατος και πλατφόρµας. Τα προγράµµατα 
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που είναι γραµµένα σε Java τρέχουνε ακριβώς το ίδιο σε Windows, Linux, Unix και 
Macintosh (σύντοµα θα τρέχουν και σε Playstation καθώς και σε άλλες κονσόλες 
παιχνιδιών) χωρίς να χρειαστεί να ξαναγίνει µεταγλώττιση (compiling) ή να αλλάξει ο 
πηγαίος κώδικας για κάθε διαφορετικό λειτουργικό σύστηµα. 
 Η Java χρησιµοποιεί αρχιτεκτονική εικονικής µηχανής (virtual machine), ή (όπως αλλιώς 
είναι γνωστή) διερµηνέα Java (Java Interpreter ή Java runtime). Ο,τιδήποτε θέλει να 
κάνει ο προγραµµατιστής (ή ο χρήστης) γίνεται µέσω της εικονικής µηχανής. Αυτό 
βοηθάει στο να υπάρχει µεγαλύτερη ασφάλεια στο σύστηµα γιατί η εικονική µηχανή είναι 
υπεύθυνη για την επικοινωνία χρήστη - υπολογιστή. Ο προγραµµατιστής δεν µπορεί να 
γράψει κώδικα ο οποίος θα έχει καταστροφικά αποτελέσµατα για τον υπολογιστή γιατί η 
εικονική µηχανή θα τον ανιχνεύσει και δε θα επιτρέψει να εκτελεστεί. Από την άλλη µεριά 
ούτε ο χρήστης µπορεί να κατεβάσει «κακό» κώδικα από το δίκτυο και να τον εκτελέσει. 
Αυτό είναι ιδιαίτερα χρήσιµο για µεγάλα κατανεµηµένα συστήµατα όπου πολλοί χρήστες 
χρησιµοποιούν το ίδιο πρόγραµµα συγχρόνως. 
 Ακόµα µία ιδέα που βρίσκεται πίσω από τη Java είναι η ύπαρξη του συλλέκτη 
απορριµµάτων (Garbage Collector). Συλλογή απορριµµάτων είναι µία κοινή ονοµασία 
που χρησιµοποιείται στον τοµέα της πληροφορικής για να δηλώσει την ελευθέρωση 
τµηµάτων µνήµης από δεδοµένα που δε χρειάζονται και δε χρησιµοποιούνται άλλο. 
Αυτή η απελευθέρωση µνήµης στη Java είναι αυτόµατη και γίνεται µέσω του συλλέκτη 
απορριµµάτων. Υπεύθυνη για αυτό είναι και πάλι η εικονική µηχανή η οποία µόλις 
«καταλάβει» ότι ο σωρός (heap) της µνήµης (στη Java η συντριπτική πλειοψηφία των 
αντικειµένων αποθηκεύονται στο σωρό σε αντίθεση µε τη C++ όπου αποθηκεύονται 
κυρίως στη στοίβα - stack) κοντεύει να γεµίσει ενεργοποιεί το συλλέκτη απορριµµάτων. 
Έτσι ο προγραµµατιστής δε χρειάζεται να ανησυχεί για το πότε και αν θα ελευθερώσει 
ένα συγκεκριµένο τµήµα της µνήµης, ούτε και για δείκτες (pointers) που αναφέρονται σε 
άδειο χώρο µνήµης. Αυτό είναι ιδιαίτερα σηµαντικό αν σκεφτούµε ότι ένα µεγάλο 
ποσοστό κατάρρευσης των προγραµµάτων οφείλονται σε λανθασµένο χειρισµό της 
µνήµης. 
 Πολύ καλό documentation. 
 ∆οκιµασµένη γλώσσα προγραµµατισµού για web εφαρµογές. 
 Υπάρχει µεγάλο ποσοστό εφαρµογών βιοπληροφορικής που έχουν γραφτεί σε java ή σε 
scripts, που µπορούν να ενσωµατωθούν ή να κληθούν εύκολα από JAVA προγράµµατα. 
 Οι σηµαντικότεροι οργανισµοί παροχής γνώσεως και πληροφορίων στον τοµλεα της 
βιοπληροφορικής, καθώς και οι µεγαλύτερες βάσεις βιολογικών δεδοµένων 
υποστηρίζουν web services  µε Java clients. 
 H Java είναι πολυνηµατική, δηλαδή ένα απλό πρόγραµµα σε Java µπορεί να κάνει 
πολλά, διαφορετικά προγράµµατα ανεξάρτητα και αλληλεπιδρώντα. 
 Όλα τα εργαλεία που χρειάζεται κάποιος για να γράψει Java προγράµµατα έρχονται 
δωρεάν, από το περιβάλλον ανάπτυξης µέχρι εργαλεία build όπως το Apache Ant και 
βιβλιοθήκες, ενώ υπάρχουν πολλές διαφορετικές υλοποιήσεις της Εικονικής Μηχανής 
και του µεταγλωττιστή (πχ the GNU Compiler for Java) της Java. Είναι στο χέρι του 
καθενός να επιλέξει το κατάλληλο περιβάλλον. 
 Για να να γράψει κάποιος κώδικα Java δε χρειάζεται τίποτα άλλο παρά έναν 
επεξεργαστή κειµένου, όπως το Σηµειωµατάριο (Notepad) των Windows ή ο vi (γνωστός 
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στο χώρο του Unix). Παρ'όλ'αυτά, ένα ολοκληρωµένο περιβάλλον ανάπτυξης (IDE) 
βοηθάει πολύ, ιδιαίτερα στον εντοπισµό σφαλµάτων (debugging). Υπάρχουν αρκετά 
διαθέσιµα, ενώ πολλά από αυτά έρχονται δωρεάν. 
 
2.2.3 Χρήση της JSP 
Για την υλοποίηση των δυναµικών σελίδων χρησιµοποιήσαµε πέρα από java και jsp. 
Η τεχνολογία των JavaServer PagesTM (JSP), προσφέρει ένα απλοποιηµένο, γρήγορο τρόπο 
για να δηµιουργήσει ιστοσελίδες για την εµφάνθση υλικού που παράγεται δυναµικά. Η JSP 
τεχνολογία είχε ως σκοπό να καταστήσει ευκολότερη και ταχύτερη τη δηµιουργία web-based 
εφαρµογών που λειτουργούν µε µια ευρεία ποικιλία από web servers, διακοµιστές εφαρµογών, 
µηχανές αναζήτησης και εργαλεία ανάπτυξης. 
Η τεχνολογία JSP επιταχύνει, κατά κάποιον τρόπο την ανάπτυξη δυναµικών ιστοσελίδων µε 
τους εξής τρόπους: 
1. ∆ιαχωρίζει την παραγωγή περιεχοµένου από την παρουσίαση της σελίδας. 
Χρησιµοποιώντας την τεχνολογία JSP, οι προγραµµατιστές ιστοσελίδων κάνουν χρήση 
html ετικετών για το σχεδιασµό και τη µορφή της σελίδας.Χρησιµοποιούν JSP ετικέτες ή 
scriptlets για να δηµιουργήσουν το δυναµικό περιεχόµενο (το περιεχόµενο που αλλάζει 
ανάλογα µε το αίτηµα, όπως το αίτηµα για τα στοιχεία του λογαριασµού).Η λογική µε την 
οποία παράγεται το περιεχόµενο, βρίσκεται  σε ετικέτες και JavaBeans στοιχεία και 
συνδέονται όλα µεταξύ τους σε scriptlets, τα οποία εκτελούνται από την πλευρά του 
server. Αν η λογική του πυρήνα βρίσκεται σε tags και beans, στη συνέχεια, άλλα άτοµα, 
όπως web masters και οι σχεδιαστές σελίδων, µπορούν να επεξεργαστούν τη σελίδα 
JSP χωρίς να επηρεάζουν την παραγωγή του περιεχοµένου. 
Στο διακοµιστή, µια µηχανή JSP ερµηνεύει JSP tags και scriptlets, παράγει περιεχόµενο (για 
παράδειγµα, µε την πρόσβαση σε JavaBeans στοιχεία, την πρόσβαση σε µια βάση 
δεδοµένων µε την τεχνολογία JDBCTM ,ή περιλαµβάνοντας  αρχεία), και στέλνει τα 
αποτελέσµατα πίσω σε µορφή HTML (ή XML ) σελίδας  στον browser. Αυτό βοηθά στην 
προστασία της βιοµηχανικής ιδιοκτησίας συγγραφέις κώδικα ,εξασφαλίζοντας παράλληλα 
πλήρη φορητότητα για οποιοδήποτε web browser, που βασίζεται σε HTML. 
2. ∆ίνοντας έµφαση σε επαναχρησιµοποιήσιµα στοιχεία. 
Οι περισσότερες JSP σελίδες βασίζονται σε επαναχρησιµοποιήσιµα, cross- platform 
στοιχεία (JavaBeans ή Enterprise JavaBeans στοιχεία), για να εκτελέσουν τις 
περισσότερο πολύπλοκες επεξεργασίες που απατούνται από την εφαρµογή.Οι 
προγραµµατιστές µπορούν να µοιράζονται στοιχεία τα οποία εκτελούν κοινές 
λειτουργίες ,ή να τα καθιστούν διαθέσιµα σε πιο ευρείες κοινότητες χρηστών και 
πελατών.Η προσέγγιση που βασίζεται στα στοιχεία (components) ,επιταχύνει πάνω 
από όλα την ανάπτυξη και επιτρέπει στους οργανισµούς να µοχλεύουν την υπάρχουσα 
τεχνογνωσία και να αναπτύσοουν προσπάθειες για βέλτιστα αποτελέσµατα. 
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3. Απλοποιεί την ανάπτυξη των σελίδων µε τη χρήση ετικετών (tags) 
Οι προγραµµατιστές web δεν έχουν πάντα την οικειότητα µε τις scripting γλώσσες 
προγραµµατισµού.Η τεχνολογία JSP ενσωµατώνει πολλή από την λειτουργικότητα που 
απαιτείται για τη δηµιουργία δυναµικού περιεχοµένου ,µε έναν πολύ εύκολο στη χρήση 
τρόπο, τις JSP- ειδικές XML ετικέτες.Oι JSP ετικέτες µπορούν να έχουν πρόσβαση και 
να δηµιουργούν στιγµιότυπα JavaBeans στοιχείων , να καθορίζουν ή να ανακτούν bean 
χαρακτηριστικά, να «κατεβάζουν» applets και να εκτελούν και άλλες λειτουργίες οι 
οποίες είναι περισσότερο δύσκολες και χρονοβόρες ,να αναπτυχθεί ο κώδικας τους. 
Η JSP τεχνολογία µπορεί να επεκταθεί ,µέσω της ανάπτυξης των προσαρµοσµένων 
βιβλιοθηκών των ετικετών.Σιγά – σιγά ,προγραµµατιστές και άλλοι θα µπορέσουν να 
δηµιουργήσουν τις δικές του βιβλιοθήκες ετικετών για κοινές λειτουργίες. Αυτό δίνει τη 
δυνατότητα στους προγραµµατιστές web να εργαστούν µε γνώριµα εργαλεία και µεθόδουν 
κατασκευής, όπως είναι οι ετικέτες, για να εκτελέσουν πολύπλοκες λειτουργίες. 
Η τεχνολογία JSP ενσωµάτωνεται εύκολα σε µια ποικιλία αρχιτεκτονικών εφαρµογής, 
αξιοποιώντας τα υπάρχοντα εργαλεία, και κλιµακώνοντας της θέση της για την υποστήριξη 
κατανεµηµένων εφαρµογών σε όλες τις επιχειρήσεις.Ως µέρος της οικογένειας της τεχνολογίας 
Java ,και ως αναπόσπαστο κοµµάτι της Java 2 ,αρχιτεκτονικής Enterprise Edition ,η τεχνολογία 
JSP µπορεί να υποστηρίξει εξαιρετικά πολύπλοκες web εφαρµογές: 
• Επειδή η µητρική scripting γλώσσα για τις JSP σελίδες βασίζεται στην Java , και επειδή 
όλες οι σελίδες JSP µεταγλωττίζονται µέσα σε Java Servlets ,η τεχνολογία JSP έχει όλα 
τα πλεονεκτήµατα της τεχνολογίας Java , συµπεριλαµβάνοντας διαχείριση της µνήµης 
και της ασφάλειας. 
Ως κοµµάτι της πλατφόρµας Java , η JSP µοιράζεται τα χαρακτηριστικά της γλώσσας 
προγραµµατισµού Java, που είναι: γράφεις τον κώδικα µια φορά και τον τρέχει οπουδήποτε. 
Καθώς όλο και περισσότεροι κατσκευαστές προσθέτουν υποστήρθξη JSP στα προϊόντα 
τους, µπορεί ο καθένας να χρησιµοποιήσει servers και εργαλεία της επιλογής του , να 
αλλάξει servers και εργαλεία χωρίς να επηρεαστούν καθόλου οι τρέχουσες εφαρµογές. 
 
Πώς φαίνεται µια σελίδα JSP;   
Μια σελίδα JSP φαίνεται όπως µια κοινή HTML ή XML σελίδα , µε πρόσθετα στοιχεία τα οποία 
επεξεργάζεται η µηχανή JSP και τα αναπαριστά.Τυπικά, τα στοιχεία JSP δηµιουργούν κείµενο 
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2.2.4 Στατιστικό πακέτο 
Το στατιστικό πακέτο το οποίο χρησιµοποιήθηκε στην εφαρµογή για την εύρεση των p-values 
για κάθε nmer είναι το στατιστικό πρόγραµµα R. 
H γλώσσα και το περιβάλλον R χρησιµοποιείται για στατιστικούς υπολογισµούς και γραφικά. 
Αποτελεί ένα project του GNU το οποίο είναι παρόµοιο µε το περιβάλλον και τη γλώσσα S και 
ανπτύχθηκε στα εργαστήρια της Bell (formerly AT&T, now Lucent Technologies) από τους John 
Chambers και τους συναδέλφους του. 
Το R παρέχει µια ποικιλία στατιστικών (γραµµικά και µη-γραµµικά µοντέλα, κλασσικά στατιστικά 
τεστ, ανάλυση χρονικών σειρών, κλπ)  και γραφικών τεχνικών και είναι αρκετά επεκτάσιµο. 
Ένα από τα ισχυρα πλεονέκτηµατα του R είναι η ευκολια µε την οποία καλοσχεδιασµένες 
γραφικές παραστάσεις µπορούν να παραχθούν ,συµπεριλαµβάνοντας µαθηµατικά σύµβολα και 
φόρµουλες όπου είναι ανγκαίο.Έχει ληφθεί ιδιαίτερη φροντίδα για τις default επιλογές στα 
γραφικά, αλλά ο χρήστης έχει τον απόλυτο έλεγχο. 
Το R είναι διαθέσιµο ως ελεύθερο λογισµικό υπό τους όρους του Free Software Foundations 
του GNU General Public License, σε µορφή source code. Μεταγλωττίζει και εκτελείται σε µια 






Το περιβάλλον του R  
Το R είναι ένα ολοκληρωµένο περιβάλλον λογισµικών δραστηριοτήτων για εκµετάλλευση 
δεδοµένων ,υπολογισµούς και εµφάνιση γραφικών.Περιλαµβάνει: 
• Έναν αποτελεσµατικό χερισµό δεδοµένων και δυνατότητα αποθήκευσης  
• Ένα σύνολο χειριστών για υπολογισµούς σε συστοιχίες  ,σε συγκεκριµένους πίνακες  
• Μια µεγάλη συλλεκτική ολοκληρωµένη συλλογή ενδιάµεσων εργαλείων για ανάλυση 
δεδοµένων 
• Γραφικές δυνατότητες και εµφάνιση είτε στην οθόνη είτε σε hardcopy 
• Και µία καλά αναεπτυγµένη απλή και αποτελεσµατική γλώσσα προγραµµατισµού που 
περιλαµβάνει συνθήκες , βρόχους ,ορισµένες αναδροµικές συναρτήσεις από χρήστες και 
δυαντότητες εισόδου –εξόδου. 
Ο όρος «περιβάλλον» τείνει να να το χαρακτηρίσει ως ένα πλήρως σχεδιασµένο σύστηµα ,παρά 
µια αυξητική επικάθηση πολύ ιδιαίτερων και µη ευέλικτων εργαλείων, όπως είναι συχνά η 
περίπτωση άλλων λογισµικών ανάλυσης δεδοµένων. 
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Η R ,όπως και η S ,σχεδιάστηκε γύρω από µία αληθινή γλώσσα υπολογιστή και επιτρέπει στους 
χρήστες να προσθέτουν λειτουργικότητα ορίζοντας νέες συναρτήσεις. Μεγάλο µέρος του 
συστήµατος είναι το ίδιο γραµµένο στη διάλεκτο R της S ,το οποίο κάνει εύκολο στους χρήστες 
να ακολουθήσουν τις αλγοριθµικές επιλογές που γίνονται. Για ιδιαίτερα υπολογιστικά καθήκοντα 
η C ,C++ και Fortran κώδικας µπορεί να συνδεθεί και να εκτελεστεί από το περιβάλλον. 
Προχωρηµένοι χρήστες µπορούν να γράψουν κώδικα για να διαχειρίζονται άµεσα R 
αντικείµενα. 
Πολλοί χρήστες θεωρούν το R ώς στατιστικό σύστηµα.Το R όµως µπορεί να επεκταθεί εύκολα 
µέσω πακέτων.Υπάρχουν περίπου οχτώ πακέτα τα οποία παρέχονται µε το R και πολύ 
περισσότερα είναι διαθέσιµα µέσω της οικογένειας  CRAN σε sites του internet και καλύπτουν 
µια µεγάλη ποικιλία σύγχρονης στατιστικής. 
Το R έχει το δικό του LaTeX-like documentation format ,το οποίο χρησιµοποιείται για να καλύψει 
ολοκληρωµένη τεκµηρίωση τόσο σε online διάφορες µορφές όσο και σε έντυπη µορφή. 
 
Χρήση του wilcoxon test 
Το wilcoxon-signed rank test είναι ένα µη παραµετρικό στατιστικό υποθετικό test για την 
περίπτωση δύο σχετιζόµενων δειγµάτων ή επαναλαµβανόµενων µετρήσεων σε ένα ενιαίο 
δείγµα. Μπορεί να χρησιµοποιηθεί να χρησιµοποιηθεί ως εναλλακτικό στο στο t-test όταν ο 
πληθυσµός δεν µπορεί να θεωρηθεί ότι ακολουθεί την κανονική κατανοµή. 
Το wilcoxon test περιλαµβάνει συγκρίσεις διαφορών µεταξύ µετρήσεων ,γι’αυτό απαιτεί ότι τα 
δεδοµένα µετρούνται σε ένα επίπεδο διαστήµατος της µέτρησης. Ωστόσο δεν απαιτεί υποθέσεις 
για τη µορφή της κατανοµής των µετρήσεων.  
Mε τη χρήση του στατιστικού τεστ βρίσκουµε τις pvalues για κάθε nmer.Μια pvalue είναι η 
πιθανότητα να αποκτήσουµε στατιστικό αποτέλεσµα της δοκιµής ,τουλάχιστον τόσο µεγάλο όσο 
αυτό που παρατηρήθηκε , υποθέτοντας ότι η µηδενική υπόθεση είναι αληθής. 
Όσο µικρότερη είναι η τιµή της pvalue , τόσο λιγότερο πιθανό είναι το αποτέλεσµα αν η αρχική 
υπόθεση είναι αληθής ,και συνεπώς τόσο πιο σηµαντικό το αποτέλεσµα στην ευρύτερη έννοια 
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2.2.5 Υπόλοιπα στοιχεία υλοποίησης  
O server που χρησιµοποιήθηκε για την εφαρµογή είναι ο Apache Tomcat Server 6.0 και 
χρησιµοποιήθηκε ενσωµατωµένος µε το ολοκληρωµένο περιβάλλον ανάπτυξης της εφαρµογής 
NetBeans 6.8 IDE. 
Ως βάση δεδοµένων χρησιµοποιήθηκε η γνωστή ΜySQL και συγκεκριµένα ο MySQL Server 
5.1,και περιέχει τη βάση δεδοµένων bio και τον πίνακα data. 
Για τις στατικές σελίδες έχει χρησιµοποιηθεί η γλώσσα html. 
Γενικότερα η εφαρµογή είναι δυναµική και εφόσον σε αρχικό επίπεδο έχει πραγµατοποιηθεί η 
λειτουργία της ,σε δεύτερη φάση µπορούν να προστεθούν στοιχεία τα οποία θα δίνουν πιο 
εντυπωσιακή εµφάνιση ,πληροφορίες για τους κατασκευαστές του περιβάλλοντος και 
επικοινωνία µαζί τους. 
Ο υπολογιστής στον οποίο έτρεξε η εφαρµογή έχει λειτουργικό σύστηµα Windows 7. 
O επεξεργαστής είναι Intel® Core™ 2 Duo µε ταχύτητα στα 2.40 GHz. 
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3.1 Flowchart εφαρµογής  
Συνολικά η εφαρµογή αποτελείται από 21 αρχεία.Τα 7 από τα αρχεία αυτά είναι αρχεία jsp και 
αφορούν τις δυναµικές σελίδες, τα 2 είναι αρχεία html και αφορούν τις στατικές σελίδες ,τα 11 
είναι αρχεία java και αφορούν την κύρια επεξεργασία των δεδοµένων και το τελευταίο αρχείο 
είναι το αρχείο R για τη στατιστική επεξεργασία. 
Παρακάτω φαίνεται το διάγραµµα ροής(flowchart) της εφαρµογής ,πως δηλαδή συνδέονται 
µεταξύ τους τα επιµέρους αρχεία ,οι συνθήκες ,η είσοδος των αρχείων και η έξοδος. 
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Παραπάνω φαίνεται η αρχική σελίδα της εφαρµογής ,όπου ο χρήστης επιλέγει σε ποια σελίδα 
θέλει να µεταφερθεί. Αν είναι ήδη εγγεγραµµένος χρήστης τότε µπορεί να µεταφερθεί αµέσως 
στη σελίδα για να κάνει εισαγωγή.∆ιαφορετικά θα πρέπει πρώτα να κάνει την εγγραφή και στη 
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H αρχική σελίδα της διεπαφής φαίνεται παρακάτω. Είναι η σελίδα όπου ο χρήστης κάνει 
εγγραφή στο σύστηµα δίνοντας τo email ως username,εφόσον το email για κάθε χρήστη είναι 





Παρακάτω ακολουθούν οι σελίδες όπου φαίνεται το email που λαµβάνει ο χρήστης  και περιέχει 
τον κωδικό ,ο οποίος όπως είπαµε έχει δηµιουργηθεί από τυχαία γεννήτρια αλαφριθµητικών. 
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Παρακάτω φαίνεται αρχικά η σελίδα στην οποία µεταφέρεται ο χρήστης µετά την εγγραφή του 
στο σύστηµα και είναι η σελίδα εισαγωγής στο σύστηµα. Γίνεται επικοινωνία µε τη βάση 
δεδοµένων και εφόσον ο χρήστης έχει δώσει τα σωστά στοιχεία τότε µεταφέρεται στη σελίδα 
όπου ανεβάζει τα αρχεία ,διαφορετικά µεταφέρεται στη σελίδα που τον ενηµερώνει να ελέγξει τα 
στοιχεία του. 
Είναι αντίστοιχα οι σελίδες loginpage.jsp και error.html. 
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Σελίδα error.html.Ενηµέρωση του χρήστη για λάθος στοιχεία. 
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Σελίδα file_multipale.jsp.Ο χρήστης έχει δώσει σωστά τα στοιχεία του και είναι έτοιµος για το 
ανέβασµα των αρχείων στον server για επεξεργασία. Στη συγκεκριµένη φόρµα ανβάζει το 
αρχείο που περιέχει τις ακολουθίες UP. Αυτό γίνεται για να αποφύγουµε το λάθος ανέβασµα 
αρχείων και συνεπώς αναντίστοιχων αποτελεσµάτων. 
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Αφού ο χρήστης ανεβάσει το πρώτο αρχείο στη συνέχεια µεταφέρεται στη σελίδα για το 
ανέβασµα και του δεύτερου αρχείου, ενώ η επεξεργασία του πρώτου αρχείου έχει ξεκινήσει. 
Παρακάτω φαίνεται η σελίδα όπου ζητάει στον χρήστη να ανεβάσει και το αρχείο µε τις 
ακολουθίες Unchnged. 
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Εφόσον ο χρήστης έχει ανεβάσει και το δεύτερο αρχείο του ξεκινάει και η επεξεργασία του. 
Ο χρήστης µεταφέρεται στη σελίδα όπου τον ενηµερώνει ότι σε λίγη ώρα θα λάβει τα 
αποτελέσµατα. 
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Στις σελίδες που ακολουθούν φαίνονται τα αποτελέσµατα της επεξεργασίας των αρχείων του 
χρήστη. Αρχικά δηµιουργούνται για κάθε ένα nmer ένα αρχείο το οποίο µέσα περιέχει το 
σύµβολο της ακολουθίας στην οποιά ανήκει U για τις Upregulated και Ο για τις Unchnged. 
∆ίπλα από κάθε σύµβολο εµφανίζεται και το αποτέλεσµα του αλγορίθµου που βρίσκει όλες τις 
non-overlapping εµφανίσεις του εκάστοτε nmer σε κάθε ακολουθία όπως αυτές διαβάζονται από 
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Το δεύτερο αρχείο που δηµιουργείται µετά την πρώτη ανάγνωση των αρχείων είναι το αρχείο 
fileList.txt και φαίνεται παρακάτω.Στο αρχείο fileList.txt εµφανίζονται τα ονόµατα των αρχείων 
που έχουν δηµιουργηθεί για κάθε nmer και έχουν µε τη σειρά που εµφανίζονται τα nmer στη 
λίστα ,που την επιστρέφει το πρόγραµµα παραγωγής όλων των πιαθανων ακολουθιων ,µήκους 
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Αφού λοιπόν έχουν δηµιουργηθεί τα παραπάνω αρχεία στη συνέχεια γίνεται η στατιστική 
επεξεργασία των δεδοµένων.Το πρόγραµµα που καλείται αυτόµατα είναι το wilcoxonScript.R 
και καλείται µε την εντολή R CMD BATCH wilcoxonScript.R από το command prompt των 
Windows όπως φαίνεται παραπάνω, µέσω ενός αρχείου bat και εκτελείται .To wilcoxonScript.R 
παίρνει ως εισόδους τα αρχεία fileList και για κάθε ένα nmer το αντίστοιχο αρχείο του µε τα 
normalized counts. Η έξοδος του πργράµµατος είναι το αρχείο fileOut.txt στο οποίο 
αναγράφονται οι τιµές pvalues για κάθε nmer όπως αυτά εµφανίζονται στο αρχείο fileList.txt.  
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Σε αυτή τη σελίδα φαίνεται το αποτέλεσµα του wilcoxonScript ,που είναι το αρχείο fileOut µε τις 
τιµές των pvalues για κάθε nmer. 
Στη συνέχεια υπολογίζουµε τα –lnpvalues για κάθε pvalue και ταξινοµούµε σύµφωνα µε τις τιµές 
των –lnpvalues από τη µεγαλύτερη στη µικρότερη.(descending order)  
Στη συνέχεια γράφουµε τα ταξινοµηµένα αποτελέσµατα στο αρχείο results1.txt, όπου 
περιέχονται το κάθε nmer,η αντίστοιχη pvalue και η αντίστοιχη –lnpavalue. 
To αρχείο results1.txt φαίνεται παρακάτω. 
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Εδώ φαίνεται το ιστόγραµµα των –lnpvalues. 
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Τέλος για τα πρώτα nmers των οποίων η lnpvalue ξεχωρίζει, προσπαθούµε να τα ανζητήσουµε 
στις πρώτες θέσεις των MicroRNAs. Το πρόγραµµα λοιπόν διαβάζει το αρχείο το οποίο περιέχει 
ακολουθίες microRNA σε FASTA µορφή και προσπαθεί να βρει αν στις πρώτες θέσεις του 
καθενός υπάρχει κάποιο από τα nmers που ξεχωρίζουν σύµφωνα µε την lnpvalue τους.Στη 
συνέχεια επιστρέφει στον χρήστη ένα αρχείο το οποίο περιέχει το όνοµα του nmer ,το όνοµα του 
microRNA, τη θέση στην οποία βρίσκεται το nmer  και την τιµή lnpvalue. Τέλος για κάθε ένα 
nmer , από τα παραπάνω που προέκυψαν δηµιουργείται ένα αρχείο το οποίο περιέχει τα UTRs 
στα οποία έχουν βρεθεί καθώς και τη θέση τους σε αυτά.  
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4.1 Σύγκριση Αποτελεσµάτων 
Για την εξέταση των επιδράσεων που έχουν τα miRNAs στην ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης 
απαιτείται η µελέτη της αποτελεσµατικής µη λειτουργικότητας και των στρατηγικών 
υπερέκφρασης στους ζωντανούς οργανισµούς. 
 
Οι Jan Krutzfeldt, Nikolaus Rajewsky, Ravi Braich, Kallanthottathil G. Rajeev, Thomas Tuschl, 
Muthiah Manoharan & Markus Stoffel, ανέπτυξαν µια έρευνα σχετικά µε την αποσιώπηση των 
miRNAs σε ζωντανούς οργανισµούς µε την χρήση των antagomirs.[17] 
 
Οι παραπάνω ερευνητές έχουν ανακαλύψει µια νέα κατηγορία χηµικά µηχανικών 
ολιγονουκλεοτιδίων, τα οποία ονοµάζονται «antagomirs» ως ειδικοί και αποτελεσµατικοί 
αποσιωπητές  της έκφρασης του miRNA στα ποντίκια. Αυτά τα συζευγµένα µε χοληστερόλη 
µονόκλωνα µόρια RNA είναι νουκλεοτίδια µήκους 21-23 και συµπληρωµατικά στα 
ολοκληρωµένα miRNAs-στόχους. Πιο συγκεκριµένα έδειξαν σιωπηλά την έκφραση miRNA 
(miR-122), στο ήπαρ, την καρδιά, το έντερο, το δέρµα, και τον µυελό των οστών για 
περισσότερο από µια εβδοµάδα µετά τη χορήγηση ενδοφλέβιας ένεσης. Αυτό είχε ως 
αποτέλεσµα η ρύθµιση της έκφρασης γονιδίων που είχαν προβλεφθεί , να κατασταλεί από το 
miR-122 ,επειδή αυτά τα γονίδια είχαν ένα µοτίβο αναγνώρισης miR-122 στη µε µεταφρασµένη 
περιοχή 3’.Παραδόξως , η θεραπεία µε antagomirs αποκάλυψε επίσης έναν σηµαντικό αριθµό 
από υπο-εκφραζόµενα γονίδια τα οποία µπορούν να ενεργοποιηθούν από το miR-122(σε 
αντίθεση µε την καταστολή). Αν και ο µηχανισµός µε τον οποίο τα miRNAs µπορούν να 
ενεργοποιήσουν την γονιδιακή έκφραση στους ζωντανούς οργανισµούς είναι άγνωστος ,µπορεί 
να συνεπάγεται µια πιο έµµεση επίδραση, και συγκεκριµένα, την καταστολή ενός µεταγραφικού 
καταστολέα. 
 
Για να επιβεβαιώσουν πειραµατικά τη σύνδεση µεταξύ της καταστολής και της παρουσίας των 
ταιριασµάτων του miR-122 του πυρήνα µέσα στην 3’UTR ,κλωνοποίησαν τις 3’ UTR των πέντε 
γονιδίων ,τα οποία υποεκφράστηκαν απο το antagomir-122 και περιέχει µια ακολουθία miR-122 
του πυρήνα σε ένα σύστηµα αναφοράς λουσιφεράσης.Από τις 108 µεταγραφές που ήταν 
σηµαντικά υποεκφραζόµενες ,παρατηρήθηκε ότι η πιθανότητα της υπόκρυψης του miR-122 
πυρήνα µειώθηκε σχεδόν κατά 2.7 φορές.Για την περαιτέρω ανάλυση ,για το αν δηλαδή η 
υπερέκφραση ή η υποέκφραση των ακολουθιών του miR-122 πυρήνα είναι συγκεκριµένες , 
ανέλυσαν την παρουσία όλων των πιθανών εξαµερών µοτίβων στις υποεκφραζόµενες,   
υπερεκφραζόµενες και µη αλλαγµένες µεταγραφές.Όταν έγινε η σύγκριση µεταξύ των 
υπερεκφραζόµενων και µη µεταβαλλόµενων γονιδίων , η ακολουθία του πυρήνα του miR-122 
είναι το περισσότερο σηµαντικά υπερ-αναπαριστάµενο εξαµερές.Συγκεκριµένα, ο πυρήνας του 
miR-122 ήταν ανάµεσα στο 1% της κορυφής των υπο-αναπαριστάµενων µοτίβων για τις 
υποεκφραζόµενες µεταγραφές.Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι τα υποεκφραζόµενα mRNAs 
στοχοποιούνται και καταστέλλονται άµεσα από το miR-122, αλλά επίσης , ότι ένας σηµαντικός 
αριθµός υποεκφραζόµενων γονιδίων µπορούν να ενεργοποιούνται από το miR-122.  
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Περιγραφή διαγράµµατος  
Για κάθε ένα από τα 4096 πιθανά εξαµερή µοτίβα RNA και κάθε µεταγραφή ,καταγράφηκε ο 
αριθµός των µη επικαλυπτόµενων παρουσιάσεων διαιρεµένος από το µήκος των  3’UTR.Για 
κάθε µοτίβο ένα µη παραµετρικό τεστ το Wiclox rank sum test εφαρµόστηκε στις κτατνοµές 
ανάµεσα στις Upregulated και στις Unchanged µετγραφές.   
 
 
Παρατηρούµε πως η κατανοµή του ιστογράµµατος είναι ίδια (ακολουθεί την εκθετική κατανοµή) 





Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly












Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 04:56:08 EET - 137.108.70.7
61 
 
4.1.1 ∆υσκολίες και Προβλήµατα 
Κατά την ανάπτυξη της εφαρµογής υπήρξαν κάποια τεχνικά προβλήµατα ,τα περισσότερα 
ευτυχώς κατάφεραν να αντιµετωπιστούν. 
Αρχικά η κυριότερη δυσκολία ήταν το στατιστικό πακέτο R λόγω της µη οικειότητας µε το 
περιβάλλον και συνέβαιναν λάθη τα οποία δεν µπορούσαν να αντιµετωπιστούν άµεσα. 
Επίσης  
 
4.2 Προτάσεις για βελτίωση και επέκταση της εφαρµογής  
Όπως έχουµε ήδη αναφέρει η συγκεκριµένη εφαρµογή έχει την απαραίτητη τεχνογνωσία και έχει 
θέσει τα απαραίτητα θεµέλια για την υλοποίηση ενός διαδικτυακού περιβάλλοντος για ανίχνευση 
δυνητικών λειτουργικών περιοχών γονιδίων. 
Λόγω του θέλαµε να δώσουµε περισσότερη προσοχή στην λειτουργικότητα της εφαρµογής ,που 
είναι κυρίως η σύγκριση των ακολουθιών και η στατιστική επεξεργασία των δεδοµένων, η 
ενασχόληση µε την εµφανίση του site έχρηζε δευτερεύουσας σηµασίας. 
Γι’αυτό τον λόγο µια πιθανή εξέλιξη της εφαρµογής θα µπορούσε να είναι η βελτίωση της 
εµφάνισης και της λειτουργικότητας της διεπαφής. 
Μια άλλη πιθανή βελτίωση θα µπορούσε να είναι η σύνδεση µε  βάσεις  δεδοµένων ,από τις 
οποίες θα µπορεί ο χρήστης να επιλέγει τα UTRs προς σύγκριση µέσω του κωδικού τους ή του 
ονόµατος τους και έτσι δε θα χρειάζεται να κάνει upload τα αρχεία των ακολουθιών 
Θα µπορούσε επίσης να υπάρξει η δυνατότητα για οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων,για 
παράδειγµα ο χρωµατισµός των ν-µερών ενδιαφέροντος στις ακολουθίες και η δυνατότητα 
αναζήτησης «ελαστικών µοτίβων» (π.χ σε κάποια θέση του nmer να επιτρέπεται να υπάρχει 
κάποια διαφορετική βάση). 
 
4.3 Επίλογος  
Τα τελευταία έτη οι υπολογιστές κατακτούν σηµαντική θέση σε κάθε τοµέα της ζωής µας αλλά 
και σε αρκετούς τοµείς διαφόρων επιστηµών. Η Βιοπληροφορική αποτελεί ένα σύγχρονο τοµέα 
έρευνας και ανάπτυξης τόσο για τους µοριακούς βιολόγους όσο και για τους επιστήµονες της 
πληροφορικής. Η συνεργασία των δύο αυτών επιστηµών χαρακτηρίζεται αρκετά υποσχόµενη 
και µε ιδιαίτερη σηµασία αφού έρχεται να ρίξει φως στην ερµηνεία και το ρόλο της γονιδιακής 
πληροφορίας και κατ’ επέκταση σε αρκετές διαδικασίες της ζωής που ζητούν ερµηνεία.  
Η Βιοπληροφορική είναι αυτή η επιστήµη η οποία παρέχει τα εργαλεία και τις µεθόδους τα 
οποία υποστηρίζουν την ανάγκη για την εκµετάλλευση υπολογιστικής ισχύος και την εξαγωγή 
γνώσης από βιολογικά δεδοµένα.  
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Η έρευνα σε αυτήν την περιοχή περιλαµβάνει την ανάλυση γενετικής/γονιδιωµατικής 
πληροφορίας, µε στόχο την πρόβλεψη, ή τον ακριβή καθορισµό βιολογικών λειτουργιών. 
Με την παρούσα διπλωµατική θελήσαµε να δηµιουργήσουµε  µια φιλική προς το χρήστη 
διαδικτυακή εφαρµογή για την αναζήτηση των στατιστικά υπερεκπροσωπούµενων nmers 
µεταξύ 2 οµάδων ακολουθιών µη µεταφραζόµενων περιοχών γονιδίων µε διαφορετικό προφίλ 
έκφρασης, µε σκοπό τον εντοπισµό δυνητικών ρυθµιστικών µηχανισµών. 
 
.Θεωρούµε ότι η συγκεκριµένη εργασία θα µπορέσει να αποτελέσει βάση για το συγκεκριµένο 
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